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Povzetek 
Kortikosteroidi so hormoni, prisotni v telesu, ki zmanjšujejo škodljiv vnetni odgovor 
organizma. S sintetičnimi kortikosteroidnimi molekulami posnemamo njihovo delovanje in 
jih uporabljamo za sistemsko ali lokalno zdravljenje kroničnih ali akutnih bolezni, 
povezanih z vnetjem in bolečino. Za lokalno delovanje na koži vgrajujemo različno aktivne 
kortikosteroidne molekule v kreme, mazila, losjone ali gele. Topikalne kortikosteroide z 
nižjo jakostjo  uporabljamo za zdravljenje opeklin in alergijskih kožni bolezni, visoko 
jakostne pa za zdravljenje npr. zadebeljenjih keratotičnih dermatoz. Pri dolgotrajni in 
prepogosti uporabi takšnih zdravilnih učinkovin in oblik na površino kože pride do 
reverzibilne ali celo ireverzibilne lokalne atrofije prizadetega dela ter neželenih sistemskih 
učinkov na hipotalamično-hipofizno-nadledvično os. V magistrski nalogi sem se ukvarjala 
s perečim problemom ilegalnih proizvodov na trgu, ki naj bi bili izdelani na rastlinski bazi, 
a vendar vsebujejo sintetične kortikosteroide. Tukaj so predvsem izpostavljeni otroci z 
večjo površino kože in starostniki, s tanjšo kožno bariero, ki zlahka absorbira vase različne 
snovi. Nezaveden in tudi nenadzorovan nanos kortikosteroidov na kožo lahko povzroči 
poslabšanje kožne bolezni zaradi nastanka nepovratnih kožnih atrofij in zavrtja obnove 
kožnih celic ter oslabljen imunski odziv in posledično razvoj številnih glivičnih okužb. V 
analizo smo dobili vzorec neznane kreme, ki naj bi bila povsem naravnega, rastlinska 
izvora, brez prisotnosti kortikosteroidov. Razvili smo enostavno, hitro in robustno 
HPLC/MS metodo za analizo kreme, s katero smo analite tudi kvantificirali. Pri HPLC-ju 
smo uporabili reverznofazno kolono in optimizirali metodo za ločbo kortikosteroidnih 
molekul, ki smo jih imeli na voljo. Z enojnim kvadrupolnim masnim spektrometrom smo 
ionizirane analite detektirali in posneli masne spektre za posamezne vzorce ter poleg 
identifikacije z metodo umeritvene krivulje poskušali vsebnost analitov tudi ovrednotiti. 
Med samim praktičnim delom smo se soočali s problematiko ustrezne priprave vzorca 
krem predvsem zaradi netopnosti podlage, sam analit pa je bil topen v zmesi acetonitrila in 
vode. Izvedbo HPLC smo morali časovno podaljšati, da smo dobili ustrezno ločbo vseh 
predlaganih kortikosteridnih molekul, za kvantifikacijo pa smo izbrali v večini primerov 
detekcijo adukta molekul z natrijevim ionom. V kremi smo našli kortikosteroid 
betametazon dipropionat v približno desetkrat nižjih koncentracijah kot ga vsebujejo 
lekarniške kreme, kar je že zadosti velika količina za neželene učinke molekule s tako 
močnim delovanjem. 
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Abstract 
Corticosteroids are hormones present in the body reducing the harmful inflammatory 
response of the organism. Synthetic corticosteroid molecules are used for the treatment of 
systemic or local chronic or acute diseases associated with inflammation and pain. For the 
local application on the skin, we incorporate different corticosteroids of various potency 
into creams, ointments, lotions or gels. Less potent topical corticosteroids can be used for 
treating burns and allergic skin diseases, and highly potent ones on the other hand for the 
treatment of e.g. thickened keratotic dermatoses. If we are applying them on the skin for 
too long or too frequent, it can lead to reversible or even irreversible local atrophy of the 
skin and unwanted systemic effects on the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. In my 
master's thesis, I addressed a problem of illegal products on the market, which are 
supposed to be based on herbs, but actually contain synthetic corticosteroids. More 
exposed are children who have greater skin area and elderly people, with a thinner, easily 
absorbing skin barrier. Daily uncontrolled, without supervision application of 
corticosteroids on the skin can cause a worsening of the skin disease due to the formation 
of irreversible skin atrophy and the inhibition of skin cell renewal, in addition a weakened 
immune response can lead to the development of many fungal infections. We have 
received a sample of unknown cream, which was supposed to be of natural, plant origin, 
without the presence of corticosteroids. For the analysis of creams we developed a simple, 
fast and robust method with the HPLC / MS system, with this method we also quantified 
the analytes. We used a reverse phase column in and optimized the HPLC method for 
separating the chosen corticosteroid molecules. For individual samples we were detecting 
the ionized analytes and recorded the mass spectra with a single quadrupole mass 
spectrometer, and in addition we also evaluated analytes content with the calibration curve 
method. During the practical work we were faced with the problem of the sample 
preparation particularly due to the insolubility of the cream base, but the analyte itself was 
soluble in the mixture of acetonitrile and water. We had to extend HPLC method in order 
to obtain an appropriate separation of all the proposed corticosteroid molecules, for the 
quantification we have chosen adduct of sodium ion molecules in most cases. We found a 
betamethasone dipropionate in tested cream at approximately ten times lower 
concentrations than are the contents in regular pharmacy creams, which is already 
sufficient for the adverse effects of such a potent molecule.  
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1. Uvod 
1.1 Steroidni hormoni 
Steroidni hormoni so hormoni, ki imajo steroidni skelet in so naravno prisotni v našem 
telesu. Glede na organ, ki jih proizvaja, jih v glavne delimo na adrenalne steroide in spolne 
hormone. Adrenalni steroidi večinoma nastajajo v nadledvični žlezi in se delijo na 
glukokortikosteroide in mineralokortikosteroide, krovno jih poimenujemo tudi kortiko-
steroidi. Glukokortikosteroidi so pomembni za uravnavanje krvnega pritiska, imajo 
številne metabolne učinke, kot so poraba zalog glikogena v jetrih, sinteza glukoze iz 
maščobnih kislin in aminokislin, poleg tega pa sodelujejo v številnih reakcijah imunskega 
odziva in imajo zelo pomembno vlogo pri zaviranju vnetnih procesov v celici. Tipični 
predstavnik endogenih glukokortikosteroidov je kortizol, ki je tudi osnova za sintezno 
ustvarjene molekule, ki se uporabljajo za sistemsko ali lokalno zdravljenje številnih 
bolezni. Mineralokortikosteroidi, preko delovanja na ledvice, v telesu uravnavajo 
razmerje med vodo in soljo. Preko povratne zanke sistema RAAS (renin-angiotenzin-
aldosteron sistem) uravnavajo arterijski tlak in količine natrija v telesu. Tipičen 
predstavnik je aldosteron. Spolni hormoni po večinoma nastajajo v jajčnikih in testisih, pa 
tudi v placenti. Delimo jih na androgene in estrogene, torej moške in ženske spolne 
hormone. Testosteron je glavni moški spolni hormon, ki vpliva na nastanek sekundarnih 
spolnih znakov pri moških, razvoj in ohranjanje reproduktivnosti in ima anabolno vlogo (tj. 
sintezna vloga pri razvoju skeletnih mišic, kosti in rdečih krvnih celic). Estrogeni so ženski 
spolni hormoni, ki promovirajo nastanek in razvoj primarnih in sekundarnih ženskih 
spolnih znakov ter razvoj in rast skeletne strukture. Druga skupina ženskih spolnih 
hormonov so še progestini, katerih glavna vloga je vzdrževanje nosečnosti. Estrogeni in 
progestini se izločajo ciklično med menstruacijskim ciklusom in so odgovorni za tvorbo 
adrenalina, noradrenalina in dopamina, to so nevrotransmiterji, ki skrbijo za prenos 
informacij do možganov, ledvic in reproduktivnega sistema(1-5). 
1.1 .1  Kortikosteroidi 
Kortikosteroidi so telesu zelo pomembni hormoni, saj nadzorujejo mnoge fiziološke 
funkcije. Ena najpomembnejših nalog je protivnetno delovanje. Ko je telo pod stresom, 
nadledvična žleza proizvaja povišane količine kortikosteroidnih hormonov, ki zmanjšujejo 
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škodljiv razširjen vnetni odgovor. Stres za telo lahko predstavljajo tudi huda stanja šoka 
(infekcije, operacija, izguba krvi,…), pri čemer povišane koncentracije kortikosteroidnih 
hormonov pripomorejo k hitrejšemu okrevanju organizma(6,7). Posledica njihovega učinka 
je torej zaviranje delovanja imunskega sistema, kar pomeni, da je organizem v takšnih 
stanjih sicer bolj nagnjen k raznim okužbam. Imunozavirujoče delovanje izkoriščamo v 
medicini za preprečevanje zavrnitve presadkov in zdravljenje avtoimunskih bolezni. Do 
slednjih pride, ker celice imunskega odziva napadajo celice lastnega tkiva in tako povzro-
čajo njihov propad(8). 
Sintetični kortikosteroidi posnemajo delovanje naravno prisotnih kortikosteroidov v našem 
telesu. Kot zdravila jih lahko zaužijemo peroralno v obliki kapsul, tablet ali sirupov, pri 
čemer delujejo sistemsko za zdravljenje vnetja in bolečine povezane s kroničnimi obolenji 
kot so revmatoidni artritis, lupus, Chronova bolezen in ulcerozni kolitis (kronična vnetna 
črevesna bolezen). Za zdravljenje astme in senenega nahoda jih inhaliramo oziroma 
vnašamo v obliki intranazalnih sprejev v nosno votlino. Lokalno terapijo s kortikosteoridi 
v obliki krem ter mazil izvajamo za zdravljenje vnetij na površini kože. V primeru bolečin 
in vnetnih sprememb mišic in sklepov pa jih lahko injiciramo pod kožo(8). Pri kronični 
terapiji s kortikosteroidi se je potrebno zavedati, da telo zmanjša oziroma preneha izločati 
lastne kortikosteroide, zato pride v stresnih situacijah do možnosti pomanjkanja le teh in je 
potrebno odmerke zdravila celo povečati. Pri prenehanju zdravljenja pa zmanjšujemo 
odmerke postopoma, saj je proizvodnja teh telesu lastnih hormonov v času kronične 
terapije upočasnjena in žleza rabi določen čas, da se hitrost sinteze vrne na prvotno 
raven(7).  
1.1.1.1 Topikalni kortikosteroidi 
Kortikosteroidi za lokalno zdravljenje so lahko vgrajeni v kreme, mazila, losjone ali gele. 
Glede na vrsto kožnih bolezni, mesto pojava in trajanje zdravljenja je potrebno izbrati 
ustrezno farmacevtsko obliko in jakost uporabljenega kortikosteroida. Pri sončnih 
opeklinah ter alergijskih kožnih boleznih (npr. atopijski dermatitis in kontaktni alergijski 
dermatits) običajno zadostujejo nizko do zmerno močni kortikosteroidi (npr. alklometa-
zon), ki so tudi ustreznejši za nanos na občutljivejše kožne predele, kjer je koža tanjša. 
Močnejše delujoče lokalne kortikosteroide kot je npr. mometazon pa se predpisuje za 
zdravljenje na mestih zadebeljenih keratotičnih dermatoz (npr. luskavica). Kreme so 
običajno ustreznejše za nanos na obraz, kožne gube, pod pazduho, v okolici genitalij ter za 
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akutne oblike kožnih bolezni, mazila pa so ustreznejša za nanašanje na zadebeljene in suhe 
predele kože (npr. koža dlani, podplata) in v primeru kroničnih oblik kožnih bolezni saj 
omogočajo večjo hidratacijo kože, hitrejše pronicanje učinkovine pod kožo in posledično 
ojačajo delovanje učinkovine. Mazila ne vsebujejo konzervansov, zato lahko zmanjšajo 
pojavnost preobčutljivostnih reakcij, kreme pa so bolj sprejemljive iz strani pacientov, saj 
je nanos na obraz in poraščene predele ugodnejši(9-11). Kot dostavni sistem za kortiko-
steroide pri zdravljenju kožnih bolezni se lahko uporabljajo tudi liposomi, ki pa lahko 
potujejo le skozi določene kožne pregrade. Lahko jih izkoristimo pri raznih izpuščajih, 
nimajo pa učinka pri kožnih boleznih kot je psoriaza. Za akutne oblike zdravljenja ima 
zdravnik možnost predpisati močnejše kortikosteroide, saj so ti učinkovitejši, a imajo s tem 
tudi večje tveganje za stranske učinke, torej je za kronične terapije potrebno izbrati 
kortikosteroide nizke do zmerne jakosti(9). 
1.1.1.2 Kemijska struktura kortikosteroidov 
Idealen lokalni kortikosteroid dobro prehaja skozi kožno povrhnjico, lokalno, pod kožo 
doseže terapevtske koncentracije, njegove koncentracije v krvi pa so minimalne. Sistemsko 
delovanje kortikosteroidov v terapiji ni zaželeno, saj pride do hudih stranskih učinkov, 
razmerje med koristjo in škodo je zmanjšano, zato se običajno takšno zdravljenje izvaja le 
kadar ni drugih možnosti. 
Osnovno strukturo skeleta kortikosteroidov predstavljajo štirje obroči iz ogljikov, obroči 
A, B in C so šest-členski, obroč D pa je pet-členski. Različne modifikacije, kot so dodatki 
metilne skupine in halogenov, dvojne vezi, estri, itd., pa prispevajo k stopnjevanju 
aktivnosti, sposobnosti prodiranja molekule skozi kožo, učinkovitosti in pogostosti 
stranskih učinkov. Na razmerje med koristjo in škodo pa ne vpliva samo biološka aktivnost 
sintetizirane molekule, temveč tudi razlike v interakcijah s specifičnimi receptorji, ki se 
kažejo v vplivu na sintezo citokinov, ki so udeleženi v različnih procesih v telesu. 
Hidrokortizon je eden od najpogosteje uporabljenih površinskih kortikosteroidov v terapiji 
in se od kortizona, ki je bil prvi uporabljen kortikosteroid v medicini, brez površinskega 
delovanja, razlikuje samo v hidroksilni skupini na mestu 11. Obe molekuli pa sta sintetična 
derivata svojega predhodnika kortizola, ki je naravno prisotna fiziološka molekula v telesu. 
Cilj optimizacije kemijske strukture je večji terapevtski učinek (ob istočasnemu 
zmanjšanju stranskih učinkov) in zmanjšana mineralokortikosteroidna aktivnost. Aktivnost 
molekule se poveča ob dodatku fluora na mesto 6 oz. 9 ter z dvojnimi vezmi v obroču 
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(mesto 1, 4). Halogen na mestu 9 poveča jakost delovanja molekule, vendar hkrati tudi 
zveča mineralokortikosteroidno aktivnost, kateri se lahko izognemo z uvajanjem α-metilne, 
α-hidroksilne ali β-metilne skupine na mestu 16. Za površinsko delujoč kortikosteroid je 
torej pomembna hidroksilna skupina na mestu 11, vendar pa je prehod učinkovine skozi 
kožo izboljšan pri bolj lipofilnih derivatih, zato se običajno uvajajo daljše verige, ki 
maskirajo OH skupino na mestih C17 in C21 (npr. s postopki esterifikacije)(1,12,13,6). 
  
Slika 1: Struktura steroidnega skeleta (levo), hidrokortizona (sredina) in sinteznega betametazona 
(desno). 
1.1.1.3 Farmakodinamika kortikosteroidov 
Steroidni hormoni v splošnem delujejo na glukokortikoidne, mineralokortikoidne, 
progesteronske, androgenske in estrogenske receptorje(6). Večina učinkov kortiko-
steroidov je posledica njihovega delovanja na glukokortikoidni receptor, ta sodi v družino 
metabotropnih jedrnih receptorjev. Zgrajen je iz 777 aminokislin, ki tvorijo posamezne 
domene in se v obliki neaktivnega kompleksa nahaja v citoplazmi. Glavno signalizacijsko 
pot predstavlja vezava steroidnega hormona na receptor ter njuno potovanje v jedro, kjer 
kompleks disociira. V jedru se veže na DNA sekvenco, ki ustreza elementu 
glukokortikoidnega odgovora in vzpodbudi (Slika 2a) ali pa zavira prepis te sekvence. 
Izražanje gena lahko glukokortikoidi zavirajo preko vezave aktiviranega receptorja na 
promotorje negativnih elementov glukokortikoidnega odgovora (Slika 2b) ali pa z vezavo 
na osnovne transkripcijske faktorje in njihovo deaktivacijo preko njihove razgradnje (Slika 
2c), maskiranja njihovih transaktivacijskih domen (Slika 2d) ali steričnega oviranja (Slika 
2e). Prepis odgovarjajočih sekvenc DNA pa je lahko pospešen preko vezave histonskih-
acetilirajočih ko-aktivatorjev (Slika 2f), ki acetilirajo histonske molekule in posledično 
zmanjšajo interakcije histona s kromatinom, kar olajša prepis DNA odseka s polimerazo. 
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Slika 2: Signalizacijske poti glukokortikoidnega receptorja; a) aktivirana glukokortikoidna receptorja 
(GR) se vežeta na promotorje pozitivnih elementov glukokortikoidnega odgovora (GRE) in omogočita 
prepis DNA odseka, b) aktiviran glukokortikoidni receptor (GR) se veže na promotorje za negativne 
elemente glukokortikoidnega odgovora (nGRE), kar zavre prepis gena, c) aktiviran glukokortikoidni 
receptor (GR) razgradi transkripcijski faktor (TF) in tako prepreči prepis gena, d) aktiviran 
glukokortikoidni receptor (GR) maskira transaktivacijsko domeno jedrnega faktorja кB (NF-кB), 
vrsta transkripcijskega faktorja odgovorna za provnetni odgovor, in tako prepreči prepis gena, e) 
aktiviran glukokortikoidni receptor (GR) sterično ovira bazalne transkripcijske domene jedrnega 
faktorja кB (NF-кB), tako prepreči delovanje RNA polimerazi (RNA pol) in ne pride do prepisa 
odseka, f) aktivirana glukokortikoidna receptorja (GR) se skupaj s histonskoacetilirajočimi ko-
aktivatorji (co-activators) vežejo na pozitivne elemente glukokortikoidnega odgovora (GRE), ti 
acetilirajo (Ac) histonske molekule in tako olajšajo prepis DNA odseka s polimerazo (Pol II): vir (6) 
Druga signalizacijska pot glukokortikoidov pa omogoča sintezo proteinov brez vezave 
aktiviranega kompleksa glukokortikoidnega receptorja na DNA. To se lahko zgodi ob 
prisotnosti vnetnih faktorjev, ko je po vezavi hormona na receptor preprečena njegova 
premestitev v jedro. Le ta ostane v citoplazmi, kjer pride do protein-protein interakcij med 
aktiviranim kompleksom in drugimi prisotnimi prepisovalnimi dejavniki, ki omogočijo 
spremembe v sintezi proteinov(6,9,12). 
Njihov protivnetni učinek je posledica takšnega zaviranja sinteze prepisovalnih dejavnikov 
kot sta jedrni faktor ᴋB in aktivatorski protein-1, ki imata pomembno vlogo v aktivaciji 
genov za sintezo citokinov, kemotaktičnih proteinov, adhezijskih molekul in encimov, ki 
sodelujejo v procesu vnetja. Na drugi strani pa aktivirajo prepis genov za lipokortin I in 
p11/kalpaktin-vezavni protein, ki zavirata vnetne procese v telesu preko zaviranja 
sproščanja arahidonske kisline. Protivnetno delujejo kortikosteroidi tudi preko zaviranja 
sproščanja določenih provnetnih citokinov kot je interlevkin-1α, zaviranja sinteze in 
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učinkov humoralnih faktorjev (delujejo provnetno), preprečevanja migracije levkocitov na 
mesto vnetja, vpliva na funkcije granulocitov, fibroblastov in endotelijskih celic. Pri astmi 
so pomembni zaradi preprečevanju zorenja, migracije in preživetja eozinofilcev, saj 
preprečujejo izražanje receptorjev in sintezo za njihov razvoj pomembnih citokinov ter 
rastnih faktorjev. Zaradi manjšega izražanja adhezijskih molekul in zmanjšanega nastanka 
citokinov pride do propada monocitov, povečajo pa tudi propad T celic in zmanjšajo 
njihovo razmnoževanje. Kortikosteroidi, namenjeni nanosu na kožo imajo zaradi zmanjša-
nja sinteze številnih proteinov tudi proti delitveni učinek. Zavorni učinek na sintezo 
bradikininov, histaminov in prostaglandinov (molekule ki sproščajo stene žil) naj bi 
prispeval h krčenju žilnih sten, kar dodatno zavira proces vnetja(9). 
1.1.1.4 Neželeni učinki uporabe kortikosteroidov 
Zelo pogosta in razširjena uporaba topikalnih kortikosteroidov za zdravljenje številnih 
dermatoloških bolezni lahko pri predolgi oziroma prepogosti uporabi izzove tako 
dermatološke kot tudi nekatere nedermatološke stranske učinke. Pojav neželenih učinkov 
je povezan z jakostjo delovanja kortikosteroida, trajanjem zdravljenja, mestom nanosa, 
pogostostjo nanosa in okluzivnostjo podlage. Trajanje zdravljenja je običajno omejeno na 
2-3 tedne in na dvakratni nanos dnevno. Daljše in pogostejše jemanje lahko vodi do 
učinkov na hipotalamično-hipofizno-nadledvično os in celo do pojava Cushingovega 
sindroma. Pride lahko tudi do zaviranja normalnega kutanega imunskega odziva na 
dermatofite in posledično do raznih glivičnih okužb. Z daljšo aplikacijo zdravila lahko 
pride do pojava strij tudi pri srednje jakostnih kortikosteroidih. Posebej pri kortikosteroidih 
visoke in ultra visoke jakosti delovanja se lahko pojavijo neželeni učinki kot je kutana 
atrofija s teleangiektazijo in stelatne psevdobrazgotine. Zaradi inhibicije sinteze kolagena v 
fibroblastih se lahko pojavi purpura. Zdravniki običajno priporočajo uporabo kortiko-
steroidov nižje jakosti na obrazu zaradi možnega pojava hipopigmentacije, eritema, 
rosaceae in perioralne ter periokularne aknaste dermatoze. Daljša uporaba kortikosteroidov 
na vekah, kjer je koža tanjša, lahko poleg tanjšanja kože povzroči tudi glavkom odprtega 
kota in katarakto(14).  
1.1.1.4.1 Problematika uporabe krem brez navedene vsebnosti kortikosteroidov 
Ljudje z blažjimi oblikami kožnih dermatoz se raje poslužujejo alternativnega zdravljenja z 
naravnimi kremami, ki naj ne bi vsebovale kortikosteroidov. Danes pa na trgu najdemo 
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proizvode, ki ne navajajo vsebnosti takšnih učinkovin in naj bi imeli tako imenovane 
magične učinke, več takšnih ilegalnih produktov so odkrili v obširnejši raziskavi(15). 
Problem pri nezavednem nanašanju kortikosteroidnih učinkovin na kožo je, da pri takojšnji 
prekinitvi uporabe kreme lahko pride do poslabšanja bolezenskega stanja. Poleg tega lahko 
pride do nastanka nepovratnih kožnih atrofij, razširitve infekcij, zavrtja obnavljanja kožnih 
celic in tudi do zaviranja hipotalamično-hipofizne-nadledvične osi. Posebej problematični 
so v tem primeru dojenčki in starejši ljudje. Pri dojenčkih lahko več zdravila prehaja skozi 
povrhnjico zaradi večje površine kože, pri starejših pa je ta že tako bolj prepustna za vse 
snovi iz okolja zato pride več učinkovine v krvni obtok(14,15). Betametazondipropionat in 
klobetazolpropionat sta visoko učinkoviti molekuli, ki lahko zelo dobro nadzorujeta 
določene dermatoze, posledično pa sta zaradi njune visoke jakosti delovanja tudi 
nevarnejši, saj lahko povzročita hujše topikalne in sistemske neželene učinke(9). 
1.2 Določanje prisotnosti kortikosteroidov 
Za detekcijo kortikosteroidov se danes najpogosteje uporabljajo tekočinska kromatografija 
sklopljena z masno spektrometrijo (LC-MS), plinska kromatografija sklopljena z masno 
spektrometrijo (GC-MS), imunotesti (IA) in testi ELISA (encimsko imunoadsorbcijski 
testi). GC-MS zahteva daljšo predhodno pripravo vzorca, ker so po učinkovitem čiščenju 
vzorca potrebne še večstopenjske reakcije derivatizacije, ki ne dajo vedno zadovoljivega 
derivata, ali kemične oksidacije. Čeprav ta metoda omogoča visoko občutljivost, ima 
omejeno specifičnost, saj s kemično modifikacijo strukture zmanjšujemo informacijo o 
osnovni strukturi, poleg tega pa metode kemijske derivatizacije niso enostavne za uporabo. 
V zadnjih 10-ih letih se je metoda plinske kromatografije zamenjala z metodo tekočinske 
kromatografije, saj je ta veliko hitrejša in enostavnejša, ker molekule ni potrebno kemijsko 
spreminjati za identifikacijo(16-19). LC-MS predstavlja učinkovito alternativo zaradi 
kombinacije hitrosti, specifičnosti in občutljivosti. Še vedno pa je glavna problematika te 
metode slaba ionizacija določenih steroidnih molekul in tudi pomanjkanje primernih 
referenčnih spojin za številne steroidne metabolite v bioloških vzorcih(16, 17). 
Biokemijski testi (imuno testi, ELISA testi) se ponašajo z veliko občutljivostjo za 
kortikosteroide, saj lahko izmerimo njihovo vsebnost do pikogramskih vrednosti, vendar 
pa so ti rezultati lahko večkrat nezanesljivi, zaradi navzkrižnih reakcij med seboj podobnih 
steroidov in steroidnih konjugatov ter interferenc matriksa(20).  
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Vzorce pripravljamo glede na vrsto vzorca s katerim imamo opravka, pri bioloških vzorcih 
je nujno potrebna predhodna odstranitev proteinov, saj ti v nasprotnem primeru motijo 
meritve, za povečanje občutljivosti meritev pa izvedemo ekstrakcijo. 
1.2.1 Kromatografija 
Kromatografija je analitska tehnika, ki omogoča fizično ločitev komponent iz analizirane 
mešanice in tako omogoči njihovo identifikacijo ali tudi kvantifikacijo. Gre za porazdelje-
vanje spojin med stacionarno in mobilno fazo, zaradi njihovih različno močnih molekular-
nih interakcij z eno ali drugo fazo. Kromatografske metode se v glavnem delijo na 
tekočinske in plinske kromatografije, poimenovane po agregatnem stanju mobilne faze. 
Naprej se ti metodi delita glede na agregatno stanje stacionarne faze, torej imamo plinsko- 
trdno (GS), plinsko-tekočinsko (GL), tekočinsko-tekočinsko (LL) in tekočinsko-trdno (LS) 
kromatografijo. Kot mobilno fazo lahko uporabimo tudi superkritično tekočino, to 
imenujemo supekritična tekočinska kromatografija (SFC). Vrsti tekočinsko- tekočinske 
kromatografije, ki ne potekata na kolonah ampak na ploščicah oz. ravnih nosilcih 
imenujemo tankoplastna kromatografija (TLC) in papirna kromatografija (PC). 
Tekočinsko- trdno kromatografijo pa delimo naprej na ionsko izmenjevalno (IEC), 
afinitetno (AC), velikostno izključitveno (SEC) in adsorbcijsko (BPC)(25, 26, 27). 
Komponente identificiramo glede na njihove retencijske čase, to so časi v katerih je bila 
zaznana elucija komponente iz kolone. Za identifikacijo pa potrebujemo referenčne 
spojine, iz katerih ugotovimo retencijske lastnosti pri istih kromatografskih pogojih, ki jih 
nato med seboj primerjamo(25). 
1.2.2 Masna spektrometrija in masni spektrometri 
Klasična masna spektrometrija omogoči ionizacijo analita v viru, tekočinska pa 
vključuje še predhodno izhlapevanje topila, sledijo zaporedne analize fragmentov glede na 
razmerje masa/naboj v analizatorju ter njihova detekcija. Dva masna analizatorja sta lahko 
ali v časovnem ali v prostornem zamiku, kar omogoča tandemsko masno spektrometrijo 
(MS/MS oz. MS2). Instrumenti ionske pasti pa so sposobni celo tretjega reda tandemske 
masne spektrometrije (MS/MS/MS oz. MSꝪ) ali več, kjer so masni analizatorji urejeni v 
seriji časovnih zamikov(28). 
Poznamo več vrst masnih spektrometrov in sicer kvadrupolne, ionske pasti, orbitrap in 
masni detektor na čas preleta (TOF - time of flight). Slednja dva omogočata snemanje 
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visoke resolucije (HRMS- high resolution mass spectrometry), najpogosteje pa 
uporabljamo trojno kvadrupolne oziroma tandemske masne spektrometre. Trojni 
kvadrupolni spektrometer (Agilent) se na Fakulteti za farmacijo nahaja na Katedri za 
biofarmacijo in farmakokinetiko, Orbitrap (Thermo) in enojni kvadrupolni spektrometer- 
(Advion), ki smo ga uporabili mi, pa na Katedri za farmacevtsko kemijo. 
1.) Kvadrupolni masni analizator sestavljajo štiri okrogle palice, ki so med sabo 
identično oddaljene in postavljene paralelno, električno se povezujejo po diagonali. Poleg 
alternirujajočega radiofrekvenčnega potenciala (RF) po enem paru palic poteka negativni, 
po drugem paru palic pa pozitivni enosmerni električni potencial (DC). Električno polje je 
torej dvodimenzionalno, ustvarjeno iz kvadrupolnega alternirajočega in konstantnega polja. 
Potencial med elektrodami linearno povečujemo, tako da dosežejo detektor le posamezni 
ioni. Z večanjem obeh potencialov opazujemo masni spekter. V primeru ničelnega DC 
potenciala in ohranjanja RF potenciala dobimo samo ionsko, ne pa masne selektivnosti, 
zato so kvadrupoli s samim radiofrekvenčnim potencialom idealni za vodenje ionov ali kot 
kolizijske celice.  
Običajno v analiznih laboratorijih uporabljamo trojni kvadrupolni oziroma tandemski 
masni spektrometer. Ta je sestavljen iz dveh kvadrupolnih masnih filtrov in vmesne 
kolizijske celice, ki prav tako operira po kvadrupolnem principu(29). Izbran ioniziran 
starševski ion analita, vstopi v kolizijsko celico, ki vsebuje kolizijski plin (navadno argon 
ali dušik), katerega molekule z visoko kinetično energijo povzročijo njegovo kolizijo, pri 
čemer pride do fragmentacije molekule, ki je značilna za spojino. Po fragmentaciji drugi 
kvadrupol prav tako izolira ustrezno molekulo na osnovi razmerja masa/naboj, čemur 
pravimo tranzicija(31). Kortikosteroidi tvorijo različne, specifične, kolizijsko -inducirane 
disociacije in fragmentacije v pozitivnem in negativnem načinu. Detektiranje 
fragmentiranih ionov, filtriranih v drugem kvadrupolu, ki so lahko nastali le od 
starševskega iona, daje metodi visoko analitično specifičnost(17). 
    
Slika 3: Kvadrupolni masni analizator; Slika 4: Trojni kvadrupolni masni analizator; vir (29) 
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2.) Ionska past je pulzna tehnika, ki v centru pasti zbere ione v omejenem masnem 
območju. Kvadrupolno ionsko past sestavljajo tri elektrode, ki tvorijo tri-dimenzionalno 
električno polje, v katerem je ena centralizirana in predstavlja obliko kolobarja, nad njo in 
pod njo pa je na vsaki strani identično oddaljena, po ena, elektroda konkavne oz. 
konveksne oblike. Z aplikacijo samega radiofrekvenčnega potenciala, lahko ionsko past 
opišemo kot shrambo ionov fokusiranih proti centru pasti, kjer poteka kolizija s plinom. 
Ioni z neustrezno maso izletijo ven iz pasti, fokusirane ione v centru pasti pa lahko naprej 
fragmentiramo na delce z manjšo maso in postopek večkrat ponavljamo do najmanjših 
možnih fragmentiranih ionskih delcev(29). 
3.) Orbitalna ionska past ali 'orbitrap': Pulzna tehnika, kjer elektrostatično polje 
ustvarjata aksialna centralizirana elektroda in ko-aksialna zunanja elektroda. Ione, ki 
vstopijo iz skozi manjšo odprtino zunanje elektrode na rob centralne elektrode, jih 
ustvarjeno magnetno polje potegne proti njeni sredini. Ko sta centrifugalna sila iona in 
magnetna sila polja v ravnotežju, ion konstantno rotira v svoji orbitali, ki je 
okarakterizirana z maso iona. Imamo konstanten sistem kombinacije rotacije ionov v 
orbitalah okoli centralne elektrode in potovanja vzdolž nje, kar ustvarja frekvenco, ki 
podaja razmerje masa/naboj. Ustvarjena frekvenca pa je odvisna od jakosti magnetnega 
polja v celici, mase in naboja iona. 'Orbitrap' je masni analizator in masni detektor v enem, 
saj hkrati z masno analizo omogoča periodično detekcijo ionov iz trenutne slike na dveh 
ločenih polovicah zunanje elektrode (29, 31 str.70). 
    
Slika 5: Ionska past; vir (29)   Slika 6: 'Orbitrap'; prirejeno po viru (31) 
4.) Masni detektor na čas preleta oz. TOF (Time of flight ): masni spektrometer deluje 
na principu merjenja časa, ki ga ion z določeno maso prepotuje skozi cev, kjer ni 
magnetnega polja, določene velikosti. Gre za pulzno tehniko, kjer elektroda, imenovana 
'pusher electrode', ustvarja visoko napetostne pulze, ki pospešijo gibanje ustvarjenih ionov 
skozi cev. Gibanje iona je okarakterizirano z njegovo kinetično energijo, torej je hitrost 
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potovanja okarakterizirana z njegovo √m/z. Ioni z nižjo maso prepotujejo pot do detektorja 
hitreje, kot tisti z višjo. Masno resolucijo lahko povečamo s podaljšanjem potovalne cevi 
ali z znižanjem kinetične energije ionov, ko zapustijo svoj vir ionizacije. Običajno imajo 
TOF analizatorji dva detektorja, poleg samega TOF še kvadrupol(29,31). 
 
Slika 7: Q-TOF; vir (31, str.79)  
1.2.3  Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
sklopljena z masno spektrometrijo (MS) 
Tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo je analizna metoda, ki 
združuje ločitvene sposobnosti tekočinske kromatografije posameznih komponent in 
metodo masne spektrometrije. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) in 
tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (UPLC) sta vrsti tekočinske kromato-
grafije, ki delujeta pri zelo visokih tlakih. Visoke tlake generirajo kolone z delci manjše 
velikosti, kar prispeva k večji učinkovitosti ločitve, povečani občutljivosti, manjši porabi 
topila in hitrejši analizi (17). HPLC oz. UPLC in MS tehniki sta med seboj inkompatibilni, 
saj se tekoča mobilna faza, ki potuje skozi kolono, ne more preprosto pod visokim tlakom 
potisniti naprej v masni spektrometer, kjer je visok vakuum (ta je potreben, da ioni 
dosežejo detektor). Za njuno sklopitev je torej potreben optimalen vmesnik, čigar naloga je 
predvsem odvajanje kromatografske mobilne faze. Pri sami kromatografski ločitvi spojin 
kljub poznavanju retencijskih časov njihovih referenčnih spojin ob istih kromatografskih 
pogojih, ne moremo z gotovostjo trditi, da gre za isto spojino, saj obstaja preveč spojin, ki 
imajo lahko enake retencijske lastnosti in se posledično eluirajo ob identičnem času. 
Prednost sklopitve kromatografske metode z masno spektrometrijo pa je v tem, da 
kromatografska ločba predstavi 'čiste' spojine masnemu detektorju, ki poda spekter vseh 
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prisotnih ionov v zmesi. V tem primeru lahko skoraj z gotovostjo trdimo ali se iskan analit 
nahaja v analiziranem vzorcu, saj poleg informacije o retencijskem času dobimo tudi 
informacijo o masnem spektru za to spojino, torej v primeru, da ima neka druga spojina 
enak retencijski čas, lahko z gotovostjo rečemo, da ne bo tvorila istega masnega spektra. 
Poleg bolj natančne identifikacije in kvantifikacije spojin, tehnika omogoča tudi določanje 
čistosti analita(25). 
 
Slika 8: Shematski prikaz elektrospreja in prehoda na kvadrupolni masni analizator; vir (34) 
1.2.3.1 Metode ionizacije in preučevani vplivi na ionizacijo 
Metode ionizacije, ki jih lahko uporabimo pri LC-MS analizni metodi so elektronska 
ionizacija (EI), elektrosprej ionizacija (ESI), kemična ionizacija (CI), hitro-atomsko 
bombandiranje (FAB), termosprej (TSP), kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku 
(APCI)(25) ter foto ionizacija pri atmosferskem tlaku (APPI). Najpogosteje uporabljeni 
ionizacijski metodi v detekciji kortikosteroidov sta ESI in APCI(17, 18, 32, 35). ESI je 
učinkovita metoda za pretvorbo analita iz kolone v plinsko fazne ione, primerne za analizo. 
APCI uporablja precej bolj vroč vir ionizacije, kjer potekajo plinsko fazne kemijske 
reakcije. ESI je še vedno bolj priljubljena pri analizah kortikosteroidnih molekul, ker tvori 
številne nabite ione in tako omogoča širše funkcionalno m/z območje vendar je 
učinkovitost metode odvisna od vrste steroidne molekule. APCI pa naj bi omogočala bolj 
selektivno ionizacijo in bila učinkovitejša pri zniževanju matriks efekta(17, 24). 
1) Elektrosprej ionizacija (ESI) 
Pri elektrosprej ionizaciji je raztopina analita vodena po ogrevani, kapilarni kovinski cevki, 
ta je postavljena pravokotno na masni analizator. Toplota in prepihovanje s suhim dušikom 
iz strani, omogoča odparevanje topila in posledično nastajanje vedno manjših in vedno bolj 
nabitih kapljic. Z manjšanjem radija kapljic in koncentriranjem naboja na površini, te 
postajajo vedno bolj nestabilne. Na točki, imenovani Rayleighova meja, odbojne sile 
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presežejo kohezivne sile površinske napetosti, pri čemer kapljice disociirajo na ione. Na 
elektrodah, ki se nahajajo na stičišču tekočega vzorca in kovinske kapilare potekajo 
reakcije oksidacije/redukcije, ter zagotavljajo stalen električni potencial na elektrodah, ki je 
potreben za ustvarjanje kontinuiranega električnega pretoka v napravi. V primeru 
nastavitve masnega analizatorja na pozitivni način, na pozitivni elektrodi potekajo reakcije 
oksidacije. Če je kapilara kovinska, vstopajo kovinski ioni v vzorec, s svojo oksidacijo 
povzročijo sproščanje elektronov na elektrodo in posledično tudi nastajanje dodatnih 
pozitivno nabitih ionov. Pot vzorca po kapilari je delno tudi vakuumirana. Ko nabite 
kapljice izstopijo iz kapilare, na poti do popolnoma vakuumiranega prostora masnega 
analizatorja, na njih deluje električno polje, zaradi ustvarjenega gradienta električnega 
potenciala, ki povzroči njihovo dokončno kolizijo(33). Najpreprostejši proces, ki se lahko 
zgodi, je izguba elektrona pri čemer nastane radikalski kation, njegov m/z pa ustreza 
molekulski masi analita. Energija, ki jo molekula absorbira pa lahko doprinese k razpadu 
vezi, reorganizaciji atomov ali nadaljnji fragmentaciji molekule. Interpretacija masnega 
spektra zahteva v razmislek, kateri tipični ioni naj bi nastali in potem ugibanja do kakšnih 
premestitev atomov lahko pride oziroma do kakšnih fragmentacij. Metoda se loči od 
ostalih v tem, da je moč signala funkcija koncentracije analita in ne njegove količine(25).  
2) Kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku (APCI) 
Proces ionizacije pri atmosferskem zračnem tlaku se začne z visoko energijskimi elektroni, 
generiranimi s kovinsko iglo, ion-molekulske interakcije pa doprinesejo k nadaljnjemu 
nastajanju ionov. Primarni ioni nastanejo iz reakcij teh elektronov s komponentami zraka. 
Pri reakciji z dušikom in kisikom iz zraka nastajajo radikali, ki naprej reagirajo s topilom 
analita v uplinjeni obliki, nastanejo sekundarni ioni, ki delujejo kot proton donorji med 
ionizacijo analita. Metoda se uporablja za molekule različnih polarnosti. Raztopina analita 
se s črpalko potiska skozi kapilaro, ta pa je obdana s tokom plina ogretega do 200 °C.  
 
Slika 9: Shematski prikaz kemijske ionizacije pri atmosferskem tlaku; vir (31)  
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Nebulizirajoči plin in visoke temperature olajšata uplinjanje vzorca in stabilizirata 
generirane elektrone(31). 
Nekateri preučevani vplivi na ionizacijo 
Pozo in sod. so izbrali mravljično kislino kot najbolj primerno kislino za ionizacijo 
anabolnih steroidov v primerjavi z ocetno in trifluoroocetno kislino(19). Pri uporabi 
metanola kot mobilne faze ob dodatku Na+ pa je bil edini ion, ki je bil detektiran 
[M+Na+MeOH]+. Vzrok za nastanek tega adukta naj bi bil v stabilizaciji Na+ iona, z enim 
kisikom iz karbonilne skupine molekule in drugim kisikom iz organskega topila. V 
primeru uporabe acetonitrila kot mobilne faze pa adukti z natrijem niso bili opaženi, 
preferenčno so molekule z večjo stopnjo konjugacije keto skupine tvorile protonirane ione. 
Ma&Kim sta spremljala kompeticijo molekul med nastajanjem aduktov z natrijem 
[M+Na]+ in protonirano molekulo [M+H]+, zato so poskusili eliminirati protonacijo z 
uporabo čiste mobilne faze CH3OH/H2O in s predhodnim spiranjem kolone z vodo(18). 
Tokrat je spekter pokazal skoraj same adukte steroidnih molekul z natrijem, dodajanje 
natrijevih ionov v mobilno fazo pa ni pomembno prispevalo k višanju tega signala. 
Ma&Kim sta ugotovila, da steroidne molekule, ki vsebujejo karbonilne skupine lahko 
dobro detektiramo kot protonirane ione v pozitivnem snemalnem načinu, medtem ko je 
molekule, ki imajo samo hidroksilne skupine, težje detektirati in jih najlažje detektiramo v 
obliki odcepljenih molekul vode. V eni od študij so prišli do zaključka, da nekatere 
molekule anabolnih steroidov raje tvorijo adukte z amonijevo soljo [M+NH4]
+, kot da se 
protonirajo, druge raziskave pa so predlagale tudi snemanje aduktov z srebrovimi ioni 
[M+Ag]⁺(18). Za anabolne steroidne molekule s konjugirano keto funkcionalno skupino, ki 
so po strukturi najbolj podobne kortikosteroidnim molekulam v naši raziskavi so prišli do 
sklepa, da najlažje tvorijo protonirane ione(19). 
1.2.4 Biokemijski testi 
Imunotesti temeljijo na reakciji antigen-protitelo. Gre za kompetitivno tehniko, kjer 
neoznačena učinkovina (iz analiziranega vzorca) tekmuje z označeno učinkovino za 
vezavna mesta na protitelesu. Protitelesa so imunoglobulini, ki nastajajo v organizmu ob 
imunskem odzivu na antigenski stimulans iz okolja. Antigen je vsaka snov, ki ob vstopu v 
telo izzove imunski odziv, običajno so to visokmolekularne substance kot so proteini, 
polisaharidi ali lipoproteini. Manjše molekule kot so na primer kortikosteroidi, same po 
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sebi ne izzovejo imunskega odgovora, zato jih je potrebno predhodno ustrezno vezati na 
večjo molekulo. Tako pripravljene antigene vbrizgamo v testno žival, ki začne proizvajati 
protitelesa proti tarčni molekuli. Nastali 'antiserum' se testira na občutljivost in 
specifičnost, ustrezna protitelesa se izolira in uporabi za imunoteste. Koncentracijo analita 
v vzorcu lahko izmerimo z merjenjem koncentracije odstranjene označene učinkovine ali 
pa koncentracije še vedno vezane označene učinkovine na protitelesih(36).  
Novejše tehnike, ki se uporabljajo za detekcijo kortikosteroidnih molekul so encimsko-
imunski oz. ELISA testi, z najbolj pogosto uporabljeno kolorimetrično, fluorimetrično ali 
kemiluminscentno metodo detekcije. Ločimo indirektne in direktne (sendvič) ELISA 
tehnike. Indirektne lahko uporabljamo za merjenje protiteles v vzorcu, direktne pa za 
kortikosteroidne molekule. Slednje so zasnovane tako, da se  na nosilec fiksirajo specifična 
protitelesa, na ta protitelesa se vežejo kortikosteroidne molekule iz analiziranega vzorca, 
na njih pa encimsko konjugirana protitelesa. Ob dodatku kromogenega substrata, 
konjugiran encim z njim reagira, intenziteto barvne reakcije, ki je proporcionalna 
koncentraciji kortikosteroidov iz vzorca, pa izmerimo(37).  
1.2.5 Ekstrakcije 
Ekstrakcija je v analitiki tako zelo pomembna, ker na principu masnega prehoda analita v 
ekstrakcijsko fazo omogoča čiščenje vzorca in s tem zmanjšanje števila motečih 
dejavnikov. S koncentriranjem analita povečamo občutljivost meritev. Najpogosteje 
uporabljene so trdnofazna ekstrakcija (SPE), ekstrakcija tekoče-tekoče (LLE) in trdno- 
tekoča ekstrakcija (SLE), ki omogočajo ločbo hidrofobnih molekul od soli in proteinov. 
Ekstrakcije pa na žalost niso enako učinkovite za vse vrste steroidov, manj primerne so za 
bolj polarne steroidne molekule(17). Pride lahko tudi do izostankov mazilne in kremne 
podlage v eluatu, kar zmanjša učinkovitost ločljivost s HPLC kolono(21). Potrebno je 
preračunavanje izkoristkov in upoštevanje le teh. 
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2. Namen in načrt za delo 
Zaskrbljena občanka nam je v laboratorijsko analizo poslala vzorec dermatološke kreme, ki 
naj bi bila naravnega izvora. Naš namen je bil analizirati vzorec te kreme, ugotoviti 
morebitno prisotnost korikosteroidov in preveriti kakšne so možnosti kvantifikacije. V 
eksperimentalnem delu naše naloge bomo optimizirali metodo HPLC/MS za analizo 
kortikosteroidov v kremah. Uporabili bomo standarda betametozondipropionat ter 
hidrokortizon 17-butirat kot referenčni spojini, ostali standardi so cenovno težje dostopni 
zato bomo kot reference uporabili kreme, kupljene v lekarni, z deklarirano vrednostjo 
vsebovanega kortikosteroida in se uravnavali po navedenih vrednostih. V predstopnji 
začetka samih analiz steroidnih molekul bomo preverjali kromatografsko ločbo ter 
linearnost odziva MS detektorja z modelno molekulo IAC-03. Ta molekula dobro ionizira, 
zato je odlična za preizkušanje specifičnosti in linearnosti detekcije. Naša naloga bo 
ustrezna priprava vzorcev krem, ki bo zagotavljala optimalno injiciranje vzorca na kolono 
ter popolno raztapljanje analiziranega analita v izbranem topilu. V naslednjem koraku 
bomo HPLC metodo optimizirali z izborom ustrezne mobilne faze in gradienta ter jo 
časovno priredili, da dobimo ustrezno ločbo vseh kortikosteroidnih molekul, ki jih bomo 
uporabili kot reference. Z izborom mobilne faze vplivamo tudi na ionizacijo molekul, 
izbrali bomo najprimernejše ione posameznih kortikosteroidnih molekul za detekcijo in jih 
poizkusili tudi kvantificirati.  
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3. Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Modelna spojina:  
 
Etil 3-(piridin-2-ilamino)propanoat; IAC-03 
Standarda: 
Betametazondipropionat:  
Hidrokortizon 17-butirat:  
 
Kreme: 
Betametazondipropionat (0,5 mg/g kreme) –Beloderm®; BP 
Hidrokortizonbutirat (1mg/g kreme) –Locoidon lipocrema®; HB 
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Mometazonfuroat (1mg/g kreme) –Cutticom® in Ovixan®; MF
 
Metilprednizolonaceponat (1mg/g kreme) –Advantan®; MA 
 
Alklometazondipropionat (0,5 mg/g kreme) –Afloderm®; AP  
 
Topila in mobilne faze: 
Acetonitril (HPLC gradient grade ≥ 99.9 %, Merck, Nemčija) 
Metanol (HPLC gradient grade ≥ 99.9 %, Merck, Nemčija) 
Mravljična kislina (MS grade 98%-100%, Supelco) 
Bidestilirana voda (MiliQ voda, Fakulteta za farmacijo, MiliQ vode A10 Advantage, 
Millipore Corporation, ZDA) 
DMSO (Sigma-Aldrich Dimethyl sulfoxide; BioUltra, for molecular biology, ≥99.5%, 
Merck, Nemčija) 
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Naprave in ostali inventar: 
HPLC; reverzno fazna kolona X Bridge BEH C18 Column, dolžina × širina: 150 mm × 4.6 
mm, sferična oblika delcev velikosti 3.5 µm, velikost por: 130Å, pH območje 1-12 
Enojno kvadrupolni masni spektrometer Advion Expression CMSL sklopljen s tekočinskim 
kromatografom Agilent 1290  
Centrifuga Centric 400 R (Tehtnica, Slovenija) 
Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)  
Ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija) 
Vodna kopel WB3 (Kambič, Slovenija) 
Analitska tehtnica (Mettler, Toledo) 
0,45 µm membranski filtri Frisenette ApS in brizge 
1,5 mL in 2 mL Eppendorfove epruvete (Eppendorf, Nemčija),  
10 mL centrifugirke  (TPP, Techno Plastic, Products AG, Trasadingen, Švica) 
viale, spatule, označevalni listki 
3.2 Metode 
3.2.1 Določanje spodnjih meja detekcije in primerljivosti izmerjenih 
vrednosti s testno spojino 
Kot modelno spojino, ki zelo dobro ionizira smo vzeli sekundarni aromatski amin IAC-03 
s kromoformom. V mikrocentrifugirko smo zatehtali znano količino prahu in ga raztopili v 
acetonitrilu. Vzorec smo dobro premešali z vorteksom, dokler ni bila raztopina popolnoma 
bistra, nato smo iz izhodne raztopine pripravili ustrezne redčitve, jih prenesli v HPLC 
viale, te ustrezno označili in postavili na primerno označeno mesto pladnja v HPLC 
komori. Snemali smo spekter v poz./neg. načinu, poz. načinu in SIM 195,1. Pripravljali 
smo vedno nižje koncentracije, ki jih z SIM metodo lahko še detektiramo in tako ugotovili, 
kako nizko se še lahko spustimo pri koncentraciji vzorca. Preverili smo tudi kakšno je 
obnašanje vrhov, če spreminjamo volumne injiciranja in kakšna je primerljivost vrednosti 
pod krivuljo. Kot metodo ionizacije smo izbrali ESI in pri tem spremljali tudi UV-VIS 
20 
 
spekter, ki nam je služil kot referenca za ugotavljanje retencijskega časa naše spojine in 
morebitnih napak pri redčenju. 
3.2.2 HPLC metoda 
Za določanje primerne HPLC metode za ločevanje kortikosteroidnih molekul smo 
pripravili raztopino zmesi iz vseh šestih krem. V 1,5 mL-sko mikrocentrifugirko smo 
zatehtali zmes krem (skupne mase 35,07 mg), ki je vsebovala 4,43µg betametazonadi-
propionata (BP) (iz kreme Beloderm®), 5,85 µg metilprednizolonaceponata (MA) (iz 
kreme Advantan®), 5,50 µg mometazonfuroata (MF) (iz kreme Cutticom®), 5,05 µg 
hidrokortizonbutirata (HB) (iz lipokreme Locoidon®), 2,43µg alklometazondipropionata 
(AP) (iz kreme Afloderm®) in 4,95 µg mometazonfuroata (MF) (iz kreme Ovixan®) in vse 
skupaj raztopili v 1 mL ACN. Zmes smo premešali na vorteksu, sonificirali za 10 min v 
vodni kopeli na 50° C in centrifugirali za 15 min na 18000 obratih. Nato smo odvzeli 
700µL supernatanta, ga prenesli v drugo mikrocentrifugirko in dodali 700µL ACN z 0,1% 
mravljične kisline in 1% vode ter vse skupaj na vorteksu premešali. Dobili smo raztopino z 
naslednjimi koncentracijami kortikosteroidov iz krem: 4,39 µM BP (Beloderm®), 6,19 µM 
MA (Advantan®), 5,29 µM MF (Cutticom®), 5,84 µM HB (Locoidon®), 4,66 µM AP 
(Afloderm®) in 4,76µM MF (Ovixan®). 100µL raztopine smo prenesli v prazno mikro-
centrifugirko in jo dopolnili do 1 mL z zmesno raztopino ACN:bH2O= 1:1. Tako 
pripravljeno 10×redčeno zmes smo filtrirali skozi 0,45 µm filtre v HPLC vialo in testirali 
ločbo zmesi pri različnih HPLC pogojih. Spreminjali smo časovno dolžino metode, 
mobilne faze ter njihove gradiente. 
Vse vzorce smo pripravljali sveže, oziroma jih shranjevali za teden dni v hladilniku pri 
6°C. Smo pa testirali tudi kakšna je stabilnost spojine pri sobni temperaturi tako, da smo 
primerjali površine pod krivuljami v UV-VIS kromatogramu pri pomerjenem vzorcu na 
dan priprave in po dveh tednih shranjevanja na sobni temperaturi in izmerili iste vrednosti. 
Končna izbrana metoda je bila z začetnim gradientom 50% MeOH in 50% bH2O (z 1% 
acetonitrila, brez prisotne kisline), s časom 20 minut, pri toku mobilne faze 1,2 mL/min in 
400 bar maksimalnega tlaka. 
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3.2.3 Masno spektrometrični pogoji 
Za potrebe kvantitativne analize smo pripravili različne redčitve posameznih krem in 
standardov ter posneli vzorce v pozitivnem in negativnem MS načinu. V dobljenih spektrih 
smo iskali molekulske mase, ki bi lahko ustrezale našim spojinam oziroma njihovim 
tvorjenim aduktom. Najbolj izražene signale posameznih aduktov naših analitov smo nato 
snemali tudi v SIM (selected ion monitoring) načinih, kar pomeni, da smo snemali samo 
spojine z izbrano molekulsko maso in primerjali površine pod krivuljo. Ko smo izbrali 
najbolj močan signal za posamezno kremo oz. standard smo spreminjali tudi nastavitve 
ionizacije, osredotočili smo se na temperaturo in napetost v kapilari ter v ESI viru. Obe 
lastnosti utegneta imeti vpliv na stabilnost analita in posledično tvorbo drugačnih aduktov 
(npr. zaradi razpada estrov, odcepitve halogenov, itd.). Za potrditev smo pripravili vzorca 
standardov s koncentracijo 20 µg/mL ter ju pomerili samo preko MS detektorja 
(odklopitev od HPLC kolone) z direktnim injiciranjem. Med merjenjem smo spreminjali 
ionizacijske nastavitve in spremljali porast/upad signala oz. stabilnost masnih vrhov 
posameznih ioniziranih molekul pri določenih pogojih. Tako smo končno določili najbolj 
ustrezne pogoje ionizacije za predhodno določene ionizirane spojine, ki jih bomo 
determinirali v SIM načinu. 
 
Slika 10: Primeri najbolj pogostih cepitev molekule betametazonadipropionata (BP) (cepitev vezi – 
rdeče, eliminacija – modro). 
Na primeru molekule BP so predstavljeni primeri najbolj pogostih cepitev molekule pod 
različno močnimi pogoji ionizacije. Največkrat se odcepi voda, odcepljajo se tudi halogeni, 
lahko pa pride tudi do razpada estrov.  
3.2.4 Kvantitativna analiza 
3.2.4.1 Metoda umeritvene krivulje 
Osnovne raztopine krem smo pripravili tako, da smo kremo zatehtali v 10 mL centrifugirko 
in dodali 5 mL acetonitrila. Vsebino smo pretresli z vorteksom in centrifugirko za 10 min 
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postavili v vodno kopel ter sonificirali pri 50 °C. Centrifugirke smo nato prenesli v 
centrifugo s primernim nastavkom in izvedli centrifugiranje pri 5000 obratih za 10 min. Po 
končanem postopku, smo odvzet supernatant prenesli v mikrocentrifugirko in ga redčili z 
zmesjo topil ACN:H2O=1:1 v razmerju supernatant:topilo=1:1, moten vzorec v 
mikrocentrifugirki pa smo še enkrat centrifugirali, tokrat 10 min pri 18000 obratih, in 
ponovno odvzet supernatant redčili s čistim acetonitrilom v razmerju sup.:ACN=3:1, da 
smo dobili bistro raztopino. Vzorce smo naprej redčili z zmesjo topil ACN:H2O=1:1. Pred 
injiciranjem smo jih s pomočjo brizge spustili skozi 0,45 µm filter v ustrezno označene 
HPLC viale. Po enakem postopku smo pripravili tudi osnovno raztopino neznane kreme 
(krema X), ki nam je bila poslana v raziskavo.  
Kot standarda smo uporabili betametazondipropionat in hidrokortizon 17-butirat. Oba 
standarda v trdni obliki smo naprej raztopili v DMSO-ju ter vorteksirali, nadaljnje redčitve 
smo delali z zmesjo vode in acetonitrila v razmerju 1:1. Ko smo ugotovili, v kakšnem 
območju je za posamezno kremo oz. standard zveza med koncentracijo analita in odzivom 
instrumenta linearna, smo izrisali umeritvene krivulje.  
3.2.4.2 Metoda standardnega dodatka 
Metodo smo izvajali s kremama Beloderm®, z dodatkom standarda 
betametazonadipropionata, in Locoidon®, z dodatkom hidrokortizona 17-butirata. Pripravili 
smo osnovne raztopine obeh krem. 33,92 mg kreme Beloderm® smo na analitski tehtnici 
zatehtali v 10 mL centrifugirko, dolili 6 mL ACN, vorteksirali, sonificirali 10 min na 
50 °C, centrifugirali 10 min na 5000 obratih, odvzeli 0,5 mL supernatanta, ga prenesli v 
drugo 10 mL centrifugirko in z ACN dopolnili do 5 mL. 18,38 mg kreme Locoidon® smo 
zatehtali v drugo 10 mL centrifugirko, jo raztopili v 5 mL ACN in ponovili postopek 
raztapljanja ter 10-kratnega redčenja kot pri kremi Beloderm®. Pripravili smo tudi 
raztopine obeh standardov. Betametazonadipropionat smo na analitski tehtnici zatehtali 
3,30 mg v 1,5 mL-sko mikrocentrifugirko in ga raztopili v 1 mL ACN, v treh stopnjah 
redčenja smo raztopino 100000×redčili z zmesno raztopino bH20: ACN= 1:1. Postopek za 
pripravo in redčenje hidrokortizonskega standarda je bil povsem enak, z zatehto standarda 
3,00 mg. Za vsako kremo smo pripravili po pet 1,5mL-skih mikrocentrifugirk in v vsako 
mikrocentrifugirko odpipetirali po 0,5 mL 10×redčene osnovne raztopine za posamezno 
kremo. V mikrocentrifugirke z vzorcem kreme Beloderm® smo odpipetirali končno 
razredčene standarde po naraščujočem zaporedju: 100µL, 200µL,300µL, 400µL in 500µL, 
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nato smo mikrocentrifugirke dopolnili s pipeto do oznake 1 mL z zmesno raztopino bH2O: 
ACN= 1:1. Enak postopek smo ponovili pri vzorcu s kremo Locoidon® z dodatkom 
standarda hidrokortizona po naraščujočem zaporedju. Pri kremi Beloderm® je bilo 
potrebno končne pripravljene vzorce s standardnimi dodatki še dodatno 10×redčiti (z 
zmesno raztopino bH2O: ACN= 1:1) zaradi previsokega koncentracijskega območja, ki 
nam ni dalo ustrezne linearnosti.  
Zatehtali smo tudi 271,1 mg kreme z neznano sestavo (krema X) v centrifugirko, jo 
raztopili v 5 mL ACN in centrifugirali po enakem postopku kot pri zgornjih dveh kremah 
(osnovna raztopina kreme X), tu smo pripravili štiri 1,5 mL-ske mikrocentrifugirke in 
vanje odpipetirali naslednje: 
 Supernatant Hidrokort. 17-
butirat 
(30µg/mL) 
Betametazon-
diprop. 
(33µg/mL) 
Zmes topil 
ACN:H2O=1:
1 
mikrocentrifugirka 0 0,5mL 0µL 0µL 500µL 
mikrocentrifugirka 1 0,5mL 50µL 50µL 400µL 
mikrocentrifugirka 2 0,5mL 100µL 100µL 300µL 
mikrocentrifugirka 3 0,5mL 150µL 150µL 200µL 
Tabela 1: Standrdni dodatki v posamezni testni raztopini 
Nastale motne zmesi v mikrocentrifugirkah smo še enkrat centrifugirali, odvzeli 0,75 mL 
supernatanta, ga prenesli v drugo mikrocentrifugirko in dopolnili do 1 mL s čistim ACN.  
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4. Rezultati 
4.1. HPLC metoda 
Začetni mobilni fazi sta predstavljali acetonitril in bidestilirana voda (z dodano 0,1 % 
mravljične kisline in 1% ACN). Najprej smo začetni gradient topil ACN/ bH₂O znižali iz 
75%/25% na 50%/50% in metodo skrajšali iz 10 min na 7,5 min, ker se je tam bazna linija 
že lepo izravnala. Kasneje smo zamenjali ACN z metanolom z enakim obstoječim 
gradientom in metodo podaljšali na 16 min. Pri isti metodi smo preizkusili kakšen je vpliv 
na signal, če kolono prej dobro izperemo in v vodno mobilno fazo ne dodamo kisline. Pri 
tem smo ciljali na minimizacijo signala protoniranega analita in posledično povečanje 
signala tvorjenega adukta z natrijem [M+Na]⁺.  
 
 
Slika 11: Kromatograma za učinkovino betametazondipropionat; z dodatkom mravljične kisline v 
mobilno fazo (zgoraj), brez dodatka kisline v mobilno fazo (spodaj) 
Kromatograma prikazujeta posnet isti vzorec Beloderm® kreme, zgornji pri metodi kjer 
smo kot mobilno fazo uporabili MeOH in bH₂O (+ 0,1% mravljične kisline in 1% ACN), 
spodnji pa prav tako z metanolom, a v vodno fazo nismo dodajali mravljične kisline. 
Vzorca sta posneta v +/- načinu, slika pa prikazuje signal adukta betametazonadipropinoata 
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z natrijem [BP+Na]⁺ izvlečenega iz pozitivno posnetega dela. Pri metodi, kjer smo 
odstranili kislino, se torej lepše razkrije signal adukta molekule z natrijem, ker pride do 
manjše kompeticije med tvorbo natrijevih aduktov [M+Na]⁺ in protoniranih oblik molekul 
[M+H]⁺. Signali ostalih molekul v protonirani obliki, pa se bistveno ne spremenijo, zato 
smo nadalje uporabljali metodo brez kisline v topilu.  
Pripravili smo zmesni vzorec vseh krem v ustrezno nizkih koncentracijah. Vzorec smo 
injicirali na kolono in preizkušali najbolj optimalne pogoje HPLC metode, pri čemer smo 
upoštevali, da se signali različnih kortikosteroidov v optimalnem času ločijo na koloni, da  
ne pride do njihovega prekrivanja in da zmanjšamo nihanja v bazni liniji. V nadaljevanju 
predstavljam zmesne kromatograme pri različnih začetnih deležih sestave mobilne faze 
(MeOH:bH₂O) in spremenjenih časovnih trajanjih. 
 
Slika 12: Ločba zmesi vseh krem s HPLC metodo; prvi kromatogram prikazuje 16 min metodo z 
začetnim 50 % deležem MeoH, drugi kromatogram 15 min metodo z začetnim 55% deležem MeOH, 
tretji kromatogram pa 16 min metodo z začetnim 60% deležem MeOH 
Pri poviševanju začetnega deleža metanola opazimo slabšo ločbo vrhov zato se odločimo 
za metodo z začetnim 50% deležem MeOH, ki smo jo v nadaljevanju modificirali. Pri 
prvem in tretjem kromatogramu metoda traja 16 min. Pri drugem kromatogramu pa metoda 
traja 15 min zato je najverjetneje ločba slabša kot pri tretjem kromatogramu, kljub temu da 
je odstotek začetnega deleža z MeOH nižji.  
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Izbrali smo si metodo pri kateri začnemo s 50% gradientom metanola in jo podaljšali na 20 
min. S podaljšanjem metode smo želeli spraviti iskane vrhove na položnejši del krivulje.  
 
Slika 13: Kromatogram ločbe zmesi krem pri časovno podaljšani metodi 
S podaljšanjem metode na 20 min smo dosegli rahlo boljšo ločbo MF (Ovixan® in 
Cutticom®) od MA (Advantan®) ter AP (Afloderm®). 
 
Tabela 2: Časovna nastavitev spremembe deleža topil pri 20 min metodi; A-delež MeOH, D-delež 
bidest. vode 
Pri isti metodi smo spremenili tudi časovne točke pri katerih pride do sprememb deležev 
topil in dobili naslednji kromatogram zmesi: 
 
Slika 14: Kromatogram ločene zmesi krem pri končnih nastavitvah 
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Na kromatogramu pri končni, izbrani HPLC metodi se MF (Ovixan®, Cutticom®) tudi 
malo jasneje loči od AP (Afloderm®) in MA (Advantan®). S pregledom kromatogramov 
posameznih krem, posnetih pri isti metodi smo tudi ugotovili, da signal na sliki, ki je 
obkrožen z rdečo, pripada hidrokortizonbutiratu (Locoidon lipokrema®), torej za to 
molekulo pri HPLC-ju vedno vidimo dvojni signal, ki pa v MS kromatogramu ni viden.  
 
Slika 15: Hidrokortizonbutirat posnet s HPLC (zgoraj) in MS metodo (spodaj) 
Zgoraj je prikazan primer posnetega vzorca hidrokortizon 17-butirata, kjer se vedno v 
HPLC kromatogramu predhodno pojavi še dodaten vrh, ki je celo višji od 
identificirajočega, vendar ni viden v masnem kromatogramu. Za dodatni vrh nismo našli 
spojine, ki bi ga tvorila, je pa bil stalno prisoten na UV kromatogramu, tudi pri snemanju 
vzorcev iz lipokreme Locoidon®. 
 
Tabela 3: Končni pogoji  HPLC metode 
Tabela 3 prikazuje končne pogoje HPLC metode; začeli smo s 50% deležem MeOH (A) in 
50% bidestilirane vode brez dodane kisline (D), ki je bil stalen prve 0,5 minute, nato se je 
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delež metanola začel zniževati in se do 13,5. minute znižal na 2%, takšen ostal še 1,5 
minute in se v eni minuti vrnil nazaj na 50% do konca metode. Tok mobilne faze je bil ves 
čas enak, 1,2 mL/min, in 400 bar največji dovoljen tlak. 
4.2. Določanje spodnjih meja detekcije in primerljivosti 
izmerjenih vrednosti s testno spojino 
Za analizirano spojino smo najprej posneli spekter v poz./neg. načinu, ki  nam prikaže vse 
možne detektirane pozitivno in negativno ionizirajoče molekule. Ta metoda je najmanj 
natančna, saj mora detektor stalno preklapljati med detekcijo pozitivno in negativno nabitih 
molekul, je pa metoda ustrezna, za iskanje najbolj intenzivnih signalov specifičnih ionov 
analiziranih molekul. Glede na to, da je naša molekula sekundarni amin, pričakujemo da se 
bo zelo dobro protonirala in bodo signali aduktov [M+H]⁺ najintenzivnejši. Glede na 
predpostavljeno hipotezo smo posneli še spekter v pozitivnem načinu, ki nam prikazuje 
samo pozitivno nabite ione, metoda je natančnejša od snemanja v poz./neg. načinu. Naša 
predpostavka, da se analizirana molekula pri danih pogojih najraje protonira, se je, po 
pregledu obeh spektrov, izkazala za resnično, zato smo nadaljnja snemanja izvajali samo še 
v načinu SIM. SIM način je najnatančnejši, ker se masni filter fokusira samo na izbrano 
molekulsko maso in ostale ione izloči. 
 
Slika 16: Kromatogrami  spojine etil 3-(piridin-2-ilamino) propanoat (IAC-03) posneti v različnih 
načinih. Zgornja dva kromatograma sta ločeno prikazana za negativne ione (prvi kromatogram) oz. 
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pozitivno nabite ione (drugi kromatogram), posneta naenkrat v poz./neg. načinu. Tretji kromatogram 
je posnet samo v pozitivnem načinu, četrti kromatogram pa v SIM-u. 
Vidimo, da v negativnem spektru ni posebnih signalov, zato se osredotočimo na pozitivni 
spekter, ki je na 3. kromatogramu posnet v samo pozitivnem načinu in daje za odtenek 
močnejši signal kot je signal na 2. kromatogramu, ki je bil posnet v izmenjujočem načinu. 
SIM način smo nastavili na relativno molekulsko maso 195,1, ki predstavlja našo 
protonirano analizirano spojino [M+H]⁺ in dobili 4. kromatogram z izluženo molekulsko 
maso, ki daje lep signal, primeren za integracijo.  
Pri določanju najnižjih koncentracij analita še primernih za detekcijo smo upoštevali, da je 
pa bil vrh v SIM načinu še vedno lepo viden v MS kromatogramu, kar pomeni, da je 
razmerje signal/šum še zadosti visoko, da lahko vrh enostavno integriramo. Določili smo 
0,1 µM koncentracijo vzorca pri 5 µM volumnu injiciranja.  
Za ugotavljanje smiselnosti uporabe sklopitvene metode HPLC-MS pa mora biti vrh 
spojine še vedno dovolj izrazit v MS kromatogramu, da ga lahko integriramo, ob enem pa 
merjena koncentracija analita tako nizka, da spojina ni več vidna v UV-VIS 
kromatogramu. 
 
Slika 17: Primerljivost PPK glede na različne volumne injiciranja 
Vrednosti površin pod krivuljo so pri spreminjanju volumna injiciranja dokaj primerljive. 
Minimalna odstopanja vrednosti pod krivuljo lahko pripišemo integriranju, smo pa 
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ugotovili, da so z večanjem volumna injiciranja signali bolj razvlečeni, kar posledično 
lahko vpliva na minimalne izgube signala v šumu pri večjih volumnih injiciranja vzorca na 
kolono oz. napake pri integriranju. 
4.3. Masno spektrometrični pogoji 
Glede na strukturo smo pri snemajo vzorca v negativnem načinu lahko opazovali adukte 
naših kortikosteroidnih molekul z mravljično kislino, vendar pa smo se raje osredotočili na 
snemanje v pozitivnem načinu. V pozitivnem način smo sicer videli veliko signalov, kot so 
npr. protonirane oblike molekul [M+H]⁺, adukti z natrijem [M+Na]⁺, adukti z acetonitrilom 
[M+H+ACN]⁺ oz. metanolom [M+H+CH₃OH]⁺ (odvisno katerega smo uporabili kot 
topilo), odcepljene molekule vode npr. [M+H-H₂O]⁺, estrov [M+H-ester]⁺ in halogenov 
npr. [M+H-Cl]⁺ ter različne kombinacije vsega skupaj. Kljub slabši specifičnosti, zaradi 
tvorb raznovrstnih aduktov, smo se raje odločili za pozitiven način snemanja, saj smo 
dobili izbrane signale višje in smo tako imeli večjo občutljivost ter lažjo kvantifikacijo.  
 
 
Slika 18: Primeri kromatogramov za učinkovino hidrokortizonbutirat; iskanje različnih masnih 
signalov specifičnih za HB (474,4; 433,3; 455,2) 
V prikazanem primeru posnetega vzorca Locoidon® v poz. načinu, smo poiskali možne 
tvorjene pozitivno nabite adukte z molekulo HB. V njenem retencijskem času najdemo 
signale molekulskih mas 433,3, ki ustreza protonirani obliki [M+H]+ in 474,4, ki ustreza 
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molekulski masi protonirane molekule skupaj z acetonitrilom [M+H-ACN]⁺, ki smo ga še 
na začetku uporabljali kot topilo. Izmerjen signal protonirane oblike HB [M+H]+ je nižji 
ampak smo se vseeno odločili za merjenje tega signala, ker je teoretično bolj stabilen od 
ostalih, ki najverjetneje ne nastajajo vedno v enakem razmerju. Signal z natrijem je pri 
uporabi acetonitrila kot topila popolnoma neviden, torej pri uporabi acetonitrilne faze 
adukti z natrijem [M+Na]⁺ niso stabilizirani. 
 
Slika 19: Izluženi MS kromatogrami za Advantan® 
Advantan®; prvi kromatogram prikazuje posnet skupek vseh pozitivnih nabitih molekul z 
MS-om. Učinkovina se eluira v času nekje od 10.39-10.58 min, kot je označeno in lepo 
razvidno v posnetem pozitivnem snemalnem načinu. Glede na spekter molekulskih mas se 
v tem času eluira spojina z molekulsko maso 495,2, ki ustreza aduktu molekule z natrijem 
[M+Na]⁺, 454,2, ki ustreza protonirani molekuli po odcepu vode [M+H-H₂O]⁺ in 380,2, ki 
ustreza odcepu propanoata in dveh molekul H2O [M+H -2H₂O-propanoat]⁺. Od vseh 
signalov je najmočnejši signal, ki da daje adukt z natrijem [M+Na]⁺ (glej površine pod 
krivuljo), zato smo ga izbrali tudi kot signal za detekcijo spojine v SIM-u. Vzorec je bil 
pomerjen v časovnem zamiku in aparatura ni bila ustrezno masno skalibrirana, zato 
detektirane masne vrednosti malenkost odstopajo od dejanskih, kar pa ne pomeni, da gre za 
drugačne spojine. Po tem, smo aparat ustrezno skalibrirali, torej smo morali nastaviti 
določeno napetost, ki jo merilec izmeri, na določeno maso. So pa podatki vseeno dovolj 
uporabni za prikaz razmerja signalov. 
32 
 
 
Slika 20: Primerjava spektrov molekulskih mas za Advantan® v negativnem snemalnem načinu 
(zgornji) in pozitivnem snemalnem načinu (spodnji) 
Iz primerjanih spektrov je razvidno, da snemanje v pozitivnem načinu (spodnji spekter) 
veliko bolj občutljivo, zato smo se na koncu tudi odločili za snemanje pozitivno nabitih 
aduktov iskanih spojin.  
 
Slika 21: Afloderm®: signal adukta alklometazondipropionata z natrijevim ionom (542,2) 
V času retencije AP s pomočjo spektra opazimo daleč najmočnejši masni signal spojine 
542,2, ta predstavlja adukt alklometazonadipropionata z natrijem [AP+Na]⁺. Točno bi 
morala ta masa biti 543,2, kar je posledica neumerjenosti aparature. Pri merjenju v SIM-u 
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smo aparat predhodno ustrezno umerili. Tukaj je bil signal protonirane molekule izredno 
slab, zato smo se tudi odločili za merjenje natrijevih aduktov.  
Edina spojina, ki nam je dajala  lepe signale kot protonirana oblika je bil 
hidrokortizonbutirat [HB+H]⁺, ostale molekule so veliko lepše tvorile adukte z natrijem 
[M+Na]⁺. Od tu naprej smo torej snemali vse vzorce, za pridobitev umeritvene krivulje in 
krivulje standardnega dodatka, v SIM-u. Detektirali smo molekulske mase tvorjenih 
aduktov kortikosteroidnih molekul z natrijem, razen v primeru hidrokortizonbutirata, kjer 
smo spremljali protonirano obliko molekule. 
4.3.1. Nastavitve ionizacije 
Po določitvi najbolj ustrezne HPLC metode za separacijo naših analitov smo poskusili s 
spreminjanjem nastavitev ionizacije in posneli naše vzorce v SIM-u kot v +/- načinu. 
Posnete kromatograme smo preučili in določili najbolj optimalne pogoje za ionizacijo 
spojine.  
 Izbrana 
nastavitev 
Nastavitev I Nastavitev II Nastavitev III 
Capillary Temperature (° C) 250 250 250 170 
CapillaryVoltage (V) 150 120 180 180 
SourceVoltageOffset (V) 20 12 30 20 
SourceVoltageSpan (V) 30 20 20 10 
Source Gas Temp. (deg C) 250 300 300 300 
ESI voltage (V) 3,500 3,500 3,500 4,000 
Tabela 4: Nastavitve ESI vira ionizacije v pozitivnem načinu. Spreminjali smo nastavitve napetosti in 
temperature v viru ionizacije. 
Bistvenih razlik pri rahlo spremenjenih nastavitvah nismo opazili razen pri I. in III. 
nastavitvi v primeru MA, tu smo v SIM-u posneli več kot en vrh, ki nakazuje kot da bi se 
del učinkovine izločil že z veliko časovno razliko prej. Kaj privede do takšnega pojava ne 
vemo, možen vzrok temu bi lahko bile nižje nastavitve napetosti v viru. Pojav opazimo 
samo pri teh dveh nastavitvah, pri ostalih je bil vrh učinkovine običajen.  
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Slika 22: Posnet kromatogram za metilprednizolonaceponat  v SIM-u pri nastavitvi III 
S podobno situacijo kot pri nastavitvi III se srečamo v primeru nastavitve I, le da je vrh pri 
6. minuti malo večji od identifikacijskega (vrh po 10. min). 
 PPK ADVANTAN® PPK AFLODERM® PPK BELODERM® 
Izbrana nastavitev 1,013×10⁸ 6,340×10⁷ 4,705×10⁷ 
Nastavitev I 4,553×10⁷ 1,976×10⁷ 2,146×10⁷ 
Nastavitev II 9,742×10⁷ 7,527×10⁷ 3,400×10⁷ 
Nastavitev III 5,867×10⁷ 3,105×10⁷ 1,637×10⁷ 
Tabela 5: Izmerjene PPK za nekatere kreme pri različnih nastavitvah temperatur in napetosti ESI 
vira 
Direktno smo preskušali višino posameznih signalov z direktnim pomerjanjem raztopin 
obeh standardov preko masnega spektrometra, pri čemer smo spreminjali temperaturne in 
napetostne pogoje v ionizacijskem viru. S tem eksperimentom smo dokončno potrdili svoje 
nastavitve v viru.  
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Slika 23: Končne nastavitve masnega spektrometra 
Pri povečevanju temperature kapilare in napetosti v kapilari, nismo opazili bistvene razlike 
zato smo ostali pri začetnih nastavitvah aparata.  
4.4 Kvantitativna analiza 
Za kvantitativno analizo smo uporabili dva pristopa in sicer metodo standardnega dodatka 
in metodo umeritvene krivulje. Metodi se obneseta v primeru, ko obstaja linearna zveza 
med koncentracijo in merjenim signalom. Pri manj redčenih vzorcih smo pri pomerjanju 
signalov opazili upad signala z višanjem koncentracije, torej nelinearnost. Po pregledu 
UV-VIS kromatograma smo ugotovili linearno naraščanje vrednosti PPK s koncentracijo 
in s tem potrdili ustreznost redčenja. Smo pa lahko seveda preverjali samo koncentracije, 
ki so bile še vedno dovolj visoke, da smo spojino videli v HPLC kromatogramu. Bistvo 
sklopitvenih HPLC-MS pa je, da lahko določimo tudi koncentracije, ki jih sama HPLC 
metoda ne zazna, zato smo šli s koncentracijami še nižje, do koncentracijskega območja, v 
katerem je bila umeritvena premica linearna. 
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Slika 24: Kromatogram v SIM-u (527,1) posnetega vzorca betametazondipropionata pri previsoki 
koncentraciji 
Zgoraj navajam primer kromatograma v SIM-u (527,1) posnetega vzorca kreme 
Beloderm® pri previsoki koncentraciji (3,23 µM), ki ne daje linearnega odziva. Signal je 
razvlečen v dodatni vrh zato sklepamo o prenasičenju signala, kar lahko prikažemo tudi z 
grafom. Primer takšne koncentriranosti vzorca je bil izbran zaradi lepše nazornosti 
razvlečenosti vrhov, ti pa so bili razvlečeni tudi pri nižjih koncentracijah. Vzorec kreme 
Beloderm® smo morali redčiti še vsaj 10-kratno od takšne koncentracije za linearnost.  
 
Slika 25: Grafično prikazan primer prenasičenja signala za betametazondipropionat 
Previsoke koncentracije vzorca  pri obdelavi podatkov odvisnosti PPK od koncentracije ne 
dajejo linearnosti ampak linijo v obliki parabole, ki praktično preide v plato.  
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V namene določanja meje detekcije in kvantifikacije smo določali razmerje signal/šum. 
Kromatogram z razmerjem višin analitičnega vrha in šuma 3:1 predstavlja mejo detekcije, 
z razmerjem višin 10:1 pa mejo kvantifikacije.  
 
Slika 26: Primer posnetega BP pri koncentraciji x, kjer je razmerje analitski signal/šum približno 10/1, 
kar ustreza meji kvantifikacije 
 
Slika 27: Primer posnetega kromatograma kjer je razmerje analitski signal/šum približno 3/1, kar 
ustreza meji detekcije. 
Zaradi lastnosti samega sistema HPLC-MS, prihaja do odstopanja znotraj meritev istih 
vzorcev, ki jih pomerimo v nekajdnevnem zamiku, zato je bil ustrezno kvantifikacijo težje 
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izvesti. Problem smo rešili tako, da smo končne vzorce z eksperimentalno določenimi 
ustreznimi redčitvami za izračun umeritvenih krivulj, posneli v istem dnevu skupaj z našim 
neznanim vzorcem. S tem smo se izognili odstopanju izmerjenih signalov, do česar lahko 
pride zaradi nihanj v sestavi mobilne faze, morebitnih predhodnih meritev drugih vrst 
vzorcev z istim aparatom itd… Potrebno se je torej zavedati, da proces ionizacije ni vedno 
popolnoma ponovljiv in da nanj vplivajo že najmanjši spremenjeni dejavniki iz okolja. 
Vzorec Konc.  
(µM) 
V 
(inj.) 
Merjena 
rel. mol. 
masa 
PPK Absolutno 
nihanje 
odzivov 
Dan 
Betametazon dipropionat 0,198 10µl 527,1 3,45 × 10⁷ 1,57 1. 
Betametazon dipropionat 0,198 10µl 527,1 1,82 × 10⁷ 0,826 7. 
Betametazon dipropionat 0,198 10µl 527,1 1,78 × 10⁷ 0,808 7. 
Betametazon dipropionat 0,198 10µl 527,1 1,76 × 10⁷ 0,799 7. 
Hidrokortizon 17-butirat 0,231 10µl 433,25 5,34 × 10⁶ 1,92 1. 
Hidrokortizon 17-butirat 0,231 10µl 433,25 1,95 × 10⁶ 0,703 7. 
Hidrokortizon 17- butirat 0,231 10µl 433,25 1,95 × 10⁶ 0,703 7. 
Hidrokortizon 17-butirat 0,231 10µl 433,25 1,86 × 10⁶ 0,67 7. 
Beloderm® 1,13 10µl 527,1 1,45 × 10⁸ 1,66 1. 
Beloderm® 1,13 10µl 527,1 6,64 × 10⁷ 0,761 7. 
Beloderm® 1,13 10µl 527,1 6,92 × 10⁷ 0,793 7. 
Beloderm® 1,13 10µl 527,1 6,85 × 10⁷ 0,785 7. 
Ovixan® 0,194 10µl 543,14 3,25 × 10⁶ 1,24 1. 
Ovixan® 0,194 10µl 543,14 2,30 × 10⁶ 0,877 7. 
Ovixan® 0,194 10µl 543,14 2,40 × 10⁶ 0,915 7. 
Ovixan® 0,194 10µl 543,14 2,54 × 10⁶ 0,969 7. 
Cutticom® 1,1 10µl 543,14 1,59 × 10⁷ 1,53 1. 
Cutticom® 1,1 10µl 543,14 8,51 × 10⁶ 0,821 7. 
Cutticom® 1,1 10µl 543,14 8,39 × 10⁶ 0,809 7. 
Cutticom® 1,1 10µl 543,14 8,67 × 10⁶ 0,836 7. 
Locoidon® 0,238 10µl 433,2 4,90 × 10⁶ 1,66 1. 
Locoidon® 0,238 10µl 433,2 2,39 × 10⁶ 0,809 7. 
Locoidon® 0,238 10µl 433,2 2,31 × 10⁶ 0,782 7. 
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Locoidon® 0,238 10µl 433,2 2,22 × 10⁶ 0,751 7. 
Afloderm® 0,0545 10µl 543,2 1,09 × 10⁷ 1,07 1. 
Afloderm® 0,0545 10µl 543,2 9,64 × 10⁶ 0,944 7. 
Afloderm® 0,0545 10µl 543,2 9,89 × 10⁶ 0,969 7. 
Afloderm® 0,0545 10µl 543,2 1,04 × 10⁷ 1,02 7. 
Advantan® 1,19 10µl 495,2 7,68 × 10⁷ 0,904 1. 
Advantan® 1,19 10µl 495,2 8,72 × 10⁷ 1,03 7. 
Advantan® 1,19 10µl 495,2 8,80 × 10⁷ 1,04 7. 
Advantan® 1,19 10µl 495,2 8,80 × 10⁷ 1,04 7. 
Tabela 6: Tabela nekaterih izmerjenih vrednosti PPK;  1. dan (prva navedena vrednost) oz. po enem 
tednu (naslednje tri navedene vrednosti) 
Prva navedena meritev pri vsaki kremi/standardu je bila pomerjena 1. dan, naslednje tri 
meritve pa so ponovljene po enem tednu na istem vzorcu, istočasno. Manjša, skoraj 
zanemarljiva odstopanja med več-dnevnim zamikom ponovitve meritve istega vzorca 
opazimo samo pri MA (Advantan®) in AP (Afloderm®), torej omogočata najbolj 
ponovljivo ionizacijo. Ostali kortikosteroidi pa ionizirajo v večji odvisnosti od zunanjih, že 
prej naštetih pogojev. Še najbolj zanesljive so meritve znotraj ene nastavljene sekvence 
meritev v istem dnevu, kjer opazimo zanemarljiva odstopanja.  
Za pregled ponovljivosti meritev znotraj iste nastavljene sekvence meritev smo izračunali 
tudi RSD-je (Relative Standard Deviation), ki opisujejo porazdelitev vrednosti okoli 
povprečne izmerjene vrednosti. Pripravili smo več različnih koncentracij vsakega vzorca 
kreme/standarda in vsako koncentracijo pomerili po 3×. Vse meritve smo nastavili znotraj 
iste sekvence in pustili HPLC-MS aparaturo delovati čez noč, brez vmesnih motenj/ 
ustavljanj. Naslednji dan smo obdelali pomerjene signale v SIM-u, poračunali smo 
povprečne in RSD vrednosti PPK za posamezno kremo oziroma standard. V nadaljevanju 
prilagam primere izračunanih vrednosti za zgoraj navedene primere. 
 
Koncentracija Povpr. vrednost (RSD); n = 3 
HIDROKORTIZON 17-BUTIRAT 0,231µM 1,92×10⁶(0,027%) 
LOCOIDON® 0,238µM 2,31×10⁶ (0,036%) 
AFLODERM® 0,0545µM 9,97×10⁶ (0,038%) 
OVIXAN® 0,194µM 2,41×10⁶ (0,050%) 
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CUTTICOM® 1,1µM 8,53×10⁶ (0,017%) 
BELODERM® 1,13 µM 6,80×10⁷ (0,022%) 
BETAMETAZONDIPROPIONAT 0,198µM 1,79×10⁷ (0,017%) 
ADVANTAN® 1,19µM 8,77×10⁷ (0,006%) 
Tabela 7: Izračunane povprečne vrednosti oz. RSD-ji  za meritve znotraj iste sekvence 
4.4.1. Metoda umeritvene krivulje 
Primarno smo kreme tehtali v 2 mL mikrocentrifugirkah in jih raztopili v acetonitrilu, vse 
skupaj vorteksirali, centrifugirali (z mini centrifugo) in nato supernatant naprej redčili v 
razmerju 50% supernatanta in 50% acetonitrila z 0,1% dodatkom mravljične kisline in 1% 
vode. Vsa nadaljnja razredčevanja pa smo izvajali z zmesjo topil ACN:H₂O =1:1. Za 
polnjenje vial smo pripravljene redčitve predhodno filtrirali skozi 0,45µm filter. Še vedno 
so pri pripravi osnovnih raztopin (v 10 mL centrifugirkah) na stenah ostajali delčki kremne 
podlage, zato smo po začetnem raztapljanju kreme v čistem acetonitrilu dodali korak 
sonifikacije zmesi v vodni kopeli pri 50 °C za 10 min. Vse skupaj smo nato centrifugirali v 
močnejši centrifugi 15 min na 5000 obratov. Supernatant smo nato prenesli v 
mikrocentrifugirko in redčili v razmerju supernatant:topilo=1:1, z zmesno raztopino 
acetonitrila in vode (1:1). Pri vzorčkih, ki smo jih za nekaj dni pustili na pladnjih v HPLC 
komori smo skozi steklo vial, po pretresu vsebine, opazili izkosmičenje (nastanek oborin). 
Pojav smo si razlagali na dva načina, da je morda prišlo do kakšnih interakcij med notranjo 
površino viale in komponentami vzorca, ali pa smo imeli problem netopnosti. Po pregledu 
ostalih redčitev iz hladilnika smo opazili da so flokuli nastali tudi pri večini vzorcev v 
mikrocentrifugirkah, kar lahko predstavlja velik problem in nas postavlja pred vprašanje, 
ali se je učinkovina sploh raztopila in ali so vse do takrat izvedene meritve sploh 
relevantne. Končni sklep, da je učinkovina morala biti raztopljena, smo potrdili z dejstvom, 
da so raztopine standardov pripravljenih v hladilniku ostale popolnoma bistre in to pri 
veliko višjih koncentracijah. Problem z netopnostjo podlage smo naprej rešili z dodatkom 
končnega koraka, v katerem smo nastale oborjene delce odstranili s centrifugiranjem (za 
15 min, 18000 obratov), supernatant pa naprej redčili z dodatkom čistega acetonitrila v 
razmerju supernatant:ACN= 3:1. Končno razmerje topil ACN:H₂O je torej bilo 5:3. 
Acetonitril seveda bolje raztaplja mastno kremno podlago, vendar pa nismo mogli vzorca v 
celoti raztopiti v njem pred samim injiciranjem na kolono, saj bi ACN povzročil večja 
bazna nihanja pri HPLC metodi. 
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Redčitve standardov po pripravi osnovne raztopine smo naprej poizkusili izvajati samo z 
bidestilirano vodo, z namenom, manjših nihanj v bazni liniji pri injiciranju vzorca na 
kolono. Metoda redčenja se je izkazalo za neustrezno, saj je prišlo do tvorbe flokulov, kar 
pomeni, da naša spojina ni zadosti topna vodi in pride do njenega obarjanja zato smo 
redčitve naprej izvajali z zmesno raztopino ACN:H₂O=1:1. 
Za vsako kremo smo sestavili umeritveno krivuljo iz vsaj 5-ih točk. Neznan vzorec pa smo 
redčili do koncentracijskega območja dotične pripravljene umeritvene krivulje. V 
nadaljevanju predstavljam pripravljene umeritvene krivulje za oba standarda in kremi, ki 
vsebujeta enako učinkovino.  
 
Slika 28: Umeritvena krivulja za hidrokortizon 17-butirat, standard 
 
Slika 29: Umeritvena krivulja za Locoidon® lipocremo 
y = 1E+07x - 35545
R² = 0,9997
0,00E+00
2,00E+07
4,00E+07
6,00E+07
8,00E+07
1,00E+08
1,20E+08
0 2 4 6 8 10 12
P
P
K
Koncentracija (µM)
Hidrokortizon 17-butirat
y = 1E+07x - 1E+06
R² = 0,9991
0,00E+00
1,00E+07
2,00E+07
3,00E+07
4,00E+07
5,00E+07
6,00E+07
7,00E+07
8,00E+07
0 2 4 6 8
P
P
K
Koncentracija (µM)
Locoidon®
42 
 
 
 
Slika 30: Umeritvena krivulja za betametazondipropionat, standard 
 
Slika 31: Umeritvena krivulja za Beloderm® kremo 
Odzivi pomerjenih koncentracij nam dajo zadovoljivo linearno premico (glede na vrednost 
R) pa tudi presečišče premic z ordinato (vrednost n) je dokaj blizu vrednosti 0 (razen pri 
grafu od kreme Locoidon®). 
V kremi X smo odkrili prisotnost betametazonadipropionata (BP) in to v zelo visokih 
koncentracijah. Po metodi umeritvene krivulje lahko to neznano koncentracijo izračunamo, 
izbrali smo si umeritveno krivuljo standarda, ker sklepamo, da je ta najbolj optimalna 
zaradi najmanj motečih komponent v merjenem vzorcu. Pripravljen vzorec kreme X, brez 
dodatkov drugih dveh standardov imamo v mikrocentrifugirki 0, tega smo po odvzemu 
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0,75 mL supernatanta še dodatno 100×redčili, da smo dobili ustrezno nizek odziv, znotraj 
koncentracijskega območja naše umeritvene premice. Integrirana vrednost vrha v MS-u 
znaša pri tem vzorcu 2,02 ×10⁶. Torej preračunano po naši premici  y= 9×10⁷x + 44859 
znaša izmerjena koncentracija 0,0219 µM. Z upoštevanjem, da volumna injiciranja (Vinj), 
ki je bil 10 µL ter vseh redčenj, dobimo vsebnost 0,054 mg BP/g kreme. 
Izračun: mₓ(v 10µL)=c*V*M= 0,0219 *10⁻⁶mol/L * 10*10⁻⁶L * 504,25 g/mol= 
1,104*10⁻⁷mg 
mₓ(v osn. razt.)= mₓ(v 10µL) *100 *5 *2 *100/0,75= 14,72µg 
mₓ(mg/g kreme)=1000*14,72µg/271,1= 54,3µg/g kreme= 0,054mg/g kreme 
Če izračun naredimo tudi z umeritveno premico iz kreme Beloderm®, dobimo vsebnost 
0,0485 mg BP/g kreme.  
 
Slika 32: Posnet MS za vzorec kreme z neznano sestavo (krema X). Prvi kromatogram prikazuje 
kromatogram posnet v pozitivnem načinu, drugi kromatogram prikazuje najdeno spojino z 
molekulsko maso 527.1, tretja slika prikazuje masni spekter v izbranem območju, kjer smo našli 
spojino z molekulsko maso 527.1 
Pri vzorcu kreme X posnetem v pozitivnem načinu lahko vidimo, da se na začetku iz 
kolone izpira večji delež polarnejših snovi, ki pozitivno ionizirajo in imajo predvsem nižjo 
molekulsko maso (glej spekter spodaj). V območju okoli 11. minute pa se izpira spojina, ki 
je po polarnosti podobna našim kortikosteroidnim molekulam, po preverjanju relativne 
molekulske mase (glej drugi kromatogram na sliki 32), se detektiran signal povsem ujema 
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z molekulsko maso natrijevega adukta betamtazonadipropionata [BP+Na]⁺, zato smo 
vzorec še naprej redčili (zaradi –nepričakovanih-zelo visokih signalov) in vzorec še posneli 
v SIM načinu za ustrezno kvantifikacijo. V zaključnem delu metode se dokončno izperejo 
vse nepolarne primesi iz kreme. 
 
Slika 33: HPLC (zgoraj) in MS (spodaj) kromatogram posnet za vzorec kreme X z neznano sestavo 
Zgoraj sta predstavljena HPLC in MS kromatograma za (20×redčeni) vzorec X. Ostali 
vrhovi vidni na HPLC kromatogramu pripadajo spojinam prisotnim v kremi, ki absorbirajo 
svetlobo v tem delu spektra. V MS-u smo snemali v SIM-u za molekulsko maso 527,1. 
45 
 
 
Slika 34: MS kromatogram vzorca kreme X z neznano sestavo, še dodatno redčen (100x redčen), 
posnet v SIM-u 527,1 (adukt BP z natrijevim ionom [BP+Na]⁺) 
4.4.2. Metoda standardnega dodatka 
Metodo uporabimo, kadar imamo opravka s kompleksnejšim matriksom kot so v našem 
primeru kreme. Z njo izničimo vse morebitne vplive podlage na naše meritve. Z 
ekstrapolacijo premice na abscisno os smo dobili vsebnost analita v kremi na začetku, pred 
dodajanjem standarda. Za potrditev ustreznosti te metode se mora določena vrednost 
ujemati z označeno vsebnostjo učinkovine na prodajni embalaži lekarniške kreme z 
dovoljenim +/-20% odstopanjem. Vzorce smo redčili tolikokrat, dokler nismo prišli v 
koncentracijsko območje linearnih odzivov. To območje smo lahko določili že pri metodi 
umeritvene krivulje, kjer je bilo iz grafa lepo vidno območje, ko pride do prenasičenja 
signala in posledičnega upada odziva. Običajno se pri tej metodi določa tudi slepo 
vrednost, kar pomeni, da pomerimo odziv samega matriksa brez analita in potem to 
vrednost odštejemo od ostalih izmerjenih vrednosti, česar pa v tej nalogi nismo mogli 
izvesti, saj podlag identičnih našim kremam nismo imeli na voljo. 
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Slika 35: Grafični prikaz standardnega dodatka v kremi Beloderm® 
Beloderm® osn.: 0,0141µg (µg) PPK v MS Št. Vzorca Neznanke premice 
DODATEK1 0,0033 3,79×10⁶ 751 k 243000000 
DODATEK2 0,0066 4,51×10⁶ 752 n 2955100 
DODATEK3 0,0099 5,37×10⁶ 753 y=0 -0,0121609 
DODATEK4 0,0132 6,18×10⁶ 754 
 
85,70% 
DODATEK5 0,0165 6,96×10⁶ 755 
  
Tabela 8: Dodatki standarda, izmerjene PPK vrednosti in preračunane vrednosti premice za 
Beloderm® 
Betametazon® daje v MS kromatogramu močne odzive, zato pride že pri nižjih 
koncentracijah do prenasičenja signala kot pri hidrokortizonu. Koncentracijo analita je 
mogoče lepo določiti v območju njegovih nanogramskih vrednosti standardnega dodatka, 
kar podaja tudi vrednost R² premice, ki znaša 0,999. Primarno smo pomerili 0,014 µg 
učinkovine iz kreme (glede na deklarirano vrednost), mi pa smo z ekstrapolacijo premice 
na os x določili 0,012 µg ZU, torej smo z metodo določili 85,70% vsebnost. 
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Slika 36: Grafični prikaz standardnega dodatka v kremi Locoidon® 
Locoidon® osn.: 0,184µg (µg) 
PPK v 
MS 
Št. 
Vzorca Neznanke premice 
DOADATEK 1  0,03 7,27×10⁶ 758 k 37630000 
DOADATEK 2 0,06 8,40×10⁶ 759 n 6121100 
DOADATEK 3 0,09 9,46×10⁶ 760 y=0 -0,1626654 
DOADATEK 4 0,12 1,06×10⁷ 761 
 
88,60% 
DOADATEK 5 0,15 1,18×10⁷ 762 
  
Tabela 9: Dodatki standarda, izmerjene PPK vrednosti in preračunane vrednosti premice za Locoidon 
Locoidon® nam je predstavljal manj težav iz vidika območja linearnosti, saj smo linearni 
odziv opazili tudi že pri višjih koncentracijskih območjih (10×) kot je to v predstavljenem 
primeru. Z ekstrapolacijo premice na abciso smo določili 0,163 µg ZU v kremi, brez st. 
dodatkov. Glede na deklarirano vrednostjo vsebnosti hidrokortizona 17-butirata bi morali 
določiti 0,184 µg ZU v kremi na začetku, kar je 88,60% izmerjena vsebnost s to metodo. 
Tudi R² vrednost določene premice je zadovoljiva (0,999). 
V nadaljevanju smo pripravili tudi vzorec kreme X brez dodatkov in z dodatkoma obeh 
standardov z namenom ugotavljanja ali morebiti podlaga neznane kreme moti naše meritve 
oz. ali pride do kakšnih premikov retencijskih časov za kortikosteroidne molekule. Zato 
smo vsak vzorec posneli v poz. načinu, ter SIM-ih za molekulski masi 433,25 (protonirana 
molekula hidrokortizona 17-butirata [HB+H]⁺) in 527,1 (betametazondipropionat adukt z 
natrijevim ionom [BP+Na]⁺). Signale posnete v SIM načinih za posamezno molekulsko 
maso smo integrirali in izrisali grafe za posamezen standardni dodatek.  
y = 4E+07x + 6E+06
R² = 0,9994
0,00E+00
2,00E+06
4,00E+06
6,00E+06
8,00E+06
1,00E+07
1,20E+07
1,40E+07
0 0,05 0,1 0,15 0,2
P
P
K
Dodatek standarda (µg) 
Locoidon st. dodatek
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Slika 37: Graf dodatka standarda betametazona v vzorec neznane kreme 
 
Slika 38: Graf dodatka standarda hidrokortizona v vzorec neznane kreme 
Iz obeh grafov 37 in 38 je razvidno, da hidrokortizon v začetku (pred standardnim 
dodatkom) ni bil prisoten v kremi, odkrili pa smo prisotnost betametazona in to v velikih 
koncentracijah. Graf 37 morda ni najbolj primeren, saj smo v območju koncentracij 
betametazona kjer naj bi prišlo že do prenasičenja signala, vendar smo podatke vseeno 
uporabili za prikaz prisotnosti molekule v naravni kremi, vzorec brez standardnih dodatkov 
pa še naprej redčili 100× in z metodo umeritvene premice določili vsebnost iskanega 
analita v kremi X. 
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5. Razprava 
Prisotnost kortikosteroidov v kremah, brez navedbe o dodatku le teh, lahko povzroči 
mnoge nevšečnosti in zdravstvene težave. Posebno izpostavljeni so tukaj otroci, katerih 
površina kože je večja in starejši ljudje s tanjšo povrhnjico. Ti si v nevednosti brezskrbno 
nanašajo velike količine kreme na občutljive predele, jih uporabljajo zelo pogosto in brez 
časovne omejitve kar vodi do tanjšanja kože, hipopigmentacij, eritemov, številnih 
dermatoz,… Ob daljši uporabi pa se morajo soočiti tudi s sistemskimi učinki, saj imajo 
kortikosteroidi pomemben vpliv na hipotalamično-hipofizno-nadledvično os, kar lahko 
privede do hormonskega neravnovesja, zavirajo tudi imunski odziv in posledično povečajo 
izpostavljenost pred okužbami. Bolniki tako oklicane 'naravne proizvode' izberejo kot 
alternativno, milejšo obliko zdravljenja, kortikosteroidom. V nevednosti pa takšne izdelke 
uporabljajo neomejeno, jih nanašajo-pogosto- na predel obraza, ki je mesto številnih 
dermatoloških sprememb in si pri tem lahko ustvarijo več škode kot koristi.  
Nenavedena prisotnost kortikosteroidov v kremah in drugih dermatoloških proizvodih, ki 
ne izključujejo kozmetike je ilegalna in bi tovrstni izdelki, ki so definirani kot naravni 
morali biti bolj skrbno preverjani. Kortikosteroidne učinkovine lahko pozitivno vplivajo na 
številne dermatološke bolezni, vendar pa imajo prav tako veliko negativnih posledic ob 
neustrezni uporabi zato je pomembno, da so tovrstni izdelki ustrezno klinično preskušani, 
označeni in z možnostjo pridobitve le na recept, ob skrbnem zdravniškem nadzoru. 
V neznanem vzorcu naravno proizvedene kreme smo določili prisotnost betametazonadi-
propionata, kortikosteroida z visoko jakostjo delovanja. Njegovo prisotnost smo z našo 
raziskovalno metodo zelo lepo dokazali, smo se pa soočili z večjim problemom njegove 
kvantifikacije. Kvantifikacijo smo poizkusili izvesti z metodo umeritvene krivulje, ta se 
malenkost že razlikuje med umeritveno premico za kremo in tisto za standard zato smo 
določili vsebnost v neznanem vzorcu kar iz obeh premic. Čista, raztopljena spojina se pri 
ionizaciji torej obnaša malo drugače kot tista v kremni podlagi, saj so očitno sestavni delci 
podlage moteči dejavniki pri ionizaciji. Glede na to, da skupaj z vzorčno količino neznane 
kreme nismo prejeli prav nobenih drugih informacij o sestavi kreme, njene podlage, o vrsti 
proizvoda in proizvajalca, torej nismo mogli sklepati ali je sestava neznane kremne 
podlage dovolj podobna kremni podlagi Beloderm® kreme, da bi se dokončno odločili 
katero premico bomo uporabili. Poglavitna težava pri uporabi našega spektrometra je bila 
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ponovljivost. Čeprav je sistem zaprt in so znotraj njega pogoji konstantni, je ionizacija 
svojevrsten proces, ki nikoli ne poteče kvantitativno identično in ga zmotijo že manjša 
nihanja iz okolja, sklepamo da vsakodnevna menjava mobilne faze ter vmesne meritve 
drugih kolegov, ki so prav tako uporabljali sistem. Te motnje povzročajo spremembe v 
koncentraciji prisotnih ionov v koloni, razpoložljivih za tvorbo pričakovanih aduktov in 
tako vplivajo na spremenjeno težnjo med molekulami za ionizacijo. Kot rešitev smo na 
koncu, po skrbno načrtovanih ustreznih redčenjih, do koncentracij, ki dajejo linearen 
odziv, pripravljene vzorce krem, standardov in neznanega vzorca pomerili naenkrat, v isti 
sekvenci, tako da so bili pogoji za ionizacijo identični. Drugi problem s katerim smo se 
srečali je bil občutljivost masnega spektrometra. V pregledani literaturi, so se po večini 
lotili teh analiz s trojnim kvadrupolom, mi pa smo imeli enojnega. To dejstvo pojasni naše 
zelo slabe detekcije aduktov z mravljično kislino, vodikom in ioniziranih razpadnih 
produktov strukture, na katere so se zanašale druge raziskave. Najvišje odzive v kromato-
gramih so v naši analizi predstavljali adukti z natrijem, ki so drugje v literaturi opisani kot 
manj zanesljivi, vendar nismo imeli dosti izbire, če smo hoteli pripraviti zadosti nizke 
redčitve kremnih vzorcev. Te pa so bile potrebne, saj je v nasprotnem primeru kremna 
podlaga precipitirala v vialah, kar je povzročilo mašenje kolone. Za optimizacijo detekcije 
naših učinkovin smo v raziskavi posneli več kot 700 vzorcev z namenom določanja 
ustreznosti mobilne faze in njenih dodatkov, topila za vzorce, same priprave vzorca, 
časovne dolžine kromatografske metode, iskanja najbolj optimalnih aduktov molekul za 
določanje ter ustreznosti vira ionizacije in njegovih nastavitev. 
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6. Sklep 
- Detektirali smo prisotnost kortikosteroida v naravni kremi, kjer njegova prisotnost 
ni bila navedena.  
- V večini primerov smo se osredotočili na snemanje aduktov z natrijem. 
- Kvantifikacijo smo izvedli z metodo umeritvene krivulje za kremo in standard 
- Pri delu smo se srečali s problemom ponovljivosti in kvantifikacije, kar pa je 
seveda predvsem posledica uporabe manj zmogljivega masnega spektrometra, kar 
se da izboljšati z uporabo trojnega kvadrupola namesto enojnega.  
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